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DESCRIPCION

Polipéptidos efectores de la subunidad A de la toxina de Shiga resistentes a la escision por proteasa y moléculas
dirigidas a células que los comprenden

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a moléculas dirigidas a células citotéxicas que comprenden polipéptidos efectores
de la toxina Shiga derivados de subunidades A de toxinas Shiga de origen natural, en las que hay un sitio de
escisién por furina alterado cerca del extremo carboxi terminal de una region derivada del fragmento Al de la toxina
Shiga, y un resto molecular asociado en carboxi terminal a la region derivada del fragmento Al de la toxina Shiga; tal
como se define en las reivindicaciones. Los polipéptidos efectores de la toxina Shiga descritos en este documento
son beneficiosos como componentes de moléculas dirigidas a células, por ejemplo, agentes terapéuticos y/o de
diagndstico. Por ejemplo, los polipéptidos efectores de la toxina Shiga descritos en este documento pueden usarse
como componentes de moléculas dirigidas a células citotéxicas, por ejemplo, inmunotoxinas y fusiones de ligando-
toxina, para su uso en la eliminacion selectiva de tipos de células especificas. Las moléculas de la presente
invencion pueden tener una toxicidad no especifica reducida después de la administracién a un organismo, pero sin
ningun efecto aparente sobre la citotoxicidad dirigida especificamente. Ademas, las moléculas de la presente
invencion pueden tener una estabilidad mejorada durante la produccion, el almacenamiento y la administracion. Las
moléculas de la presente invencion comprenden regiones de unién para mediar en los polipéptidos efectores de la
toxina Shiga dirigidos a células y cataliticamente activos para efectuar la citotoxicidad, tal como se define en las
reivindicaciones. Las moléculas de la presente invencién tienen usos, por ejemplo, como componentes de agentes
terapéuticos y de diagnodstico para el diagnoéstico, pronostico y tratamiento de una variedad de enfermedades,
trastornos y afecciones, incluyendo canceres, tumores, trastornos del sistema inmunitario e infecciones microbianas.

ANTECEDENTES

Las toxinas Shiga han sido disefiadas para su uso en aplicaciones terapéuticas mediante alteraciones racionales en
la estructura, las caracteristicas y las actividades biologicas de la toxina (véanse, por ejemplo las patentes
US7713915, EP1051482, EP1727827, EP1945660; y solicitudes de patentes: US2009/0156417 Al, EP2228383 B1,
EP2402367 Al , US2013/0196928 Al, WO 2014/164680, WO 2014/164693, WO 2015/113005, WO 2015/113007,
WO 2015/120058, WO 2015/138435 y WO 2015/138452. Las toxinas Shiga y los componentes de la misma pueden
usarse para disefiar moléculas terapéuticas, tales como, por ejemplo, inmunotoxinas y fusiones de ligando-toxina
que explotan la combinacion de la alta citotoxicidad de las toxinas Shiga con la unién a la diana con alta afinidad
para el reconocimiento preciso in vivo. En particular, las subunidades A cataliticas de las toxinas Shiga son estables,
enzimaticamente activas y citotoxicas incluso si estan truncadas o fusionadas con otros dominios de la proteina
(Haddad J et al, J Bacteriol 175: 4970-8 (1993); Backer M et al, J Control Release 74: 349-55 (2001); Backer M,
Backer J, Bioconjug Chem 12: 1 066-73 (2001); LaPointe P et al, J Biol Chem 280: 23310-18 (2005); Di R et al,
Toxicon 57: 525-39 (2011)). En el disefio de moléculas sintéticas que comprenden los polipéptidos de la subunidad A
de la toxina Shiga, el mecanismo natural de la intoxicacién por la toxina Shiga puede ser una consideracion
importante.

Numerosas toxinas bacterianas dependen de procesamiento especifico de sitio por la célula huésped, las proteasas
intracelulares para la citotoxicidad 6ptima, tales como, por ejemplo, para la activacion de la toxina y/o ruta subcelular
(véase, por ejemplo Thomas G, Nat Rev Mol Cell Biol 3: 753-66 (2002)). Las toxinas Shiga emplean escision
especifica de sitio para la activacién de la toxina y el direccionamiento subcelular. La actividad de la toxina Shiga se
incrementa por escision proteolitica (Brown J et al, FEBS Lett 117: 84-8 (1980); Reisbig R et al, J Biol Chem 256:
8739-44 (1981)). Las toxinas Shiga requieren la escision intracelular de sus subunidades A por la endoproteasa
furina en las células intoxicadas para la eliminacion més eficiente de células intoxicadas (Garred @ et al, Exp Cell
Res 218: 39-49 (1995); Garred @ et al, J Biol Chem 270: 10817-21 (1995); LeaN et al, Microbiology 145: 999-1004
(1999); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)). Este procesamiento proteolitico debe
tenerse en cuenta en el disefio de moléculas que comprenden componentes derivados de la subunidad A de la
toxina Shiga para suministrar la activacion de la toxina mas eficiente y/o el direccionamiento subcelular requerida
para una citotoxicidad méaxima de la toxina Shiga (ver Garred @ et al., Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); Lea N et al,
Microbiology 145: 999-1004 (1999); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)).

La familia de toxinas Shiga de toxinas proteicas relacionadas, en particular toxinas aisladas de S. dysenteriae y E.
coli, se compone de varias toxinas de origen natural que estan estructuralmente y funcionalmente relacionadas
(Johannes L, Rémer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-16 (2010)). Los miembros de la familia de toxinas Shiga comparten
la misma estructura general y el mecanismo de accion (Engedal, N et al, Microbial Biotech. 4: 32-46 (2011)). Los
miembros de la familia de toxinas Shiga son empleados por bacterias como factores de virulencia durante la
infeccion de un huésped (Johannes L, R6mer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-16 (2010)). En huéspedes infectados, las
toxinas Shiga son citotoxicas debido a las potentes capacidades de las toxinas para inhibir la sintesis de proteinas y
para desencadenar la muerte celular apoptética (Johannes L, Rémer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-16 (2010)). Los
potentes efectos citotdéxicos de toxinas Shiga en las células huésped pueden dar lugar a colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico en los seres humanos (Johannes L, Rdmer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-16 (2010)).

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2 717751713

Los miembros de la familia de toxina Shiga comparten una estructura proteica multimérica comun caracterizada por
una disposicion A(B)s de subunidades de proteina de Shiga (Johannes L, Rémer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-16
(2010)). Cada toxina Shiga se compone de dos subunidades de proteina, A y B, que se asocian en una disposicion
A(B)s para formar un complejo de proteinas de holotoxina. La subunidad A de la toxina Shiga es un monémero de
aproximadamente 32-33 kilodaltons (kDa) que contiene un dominio enzimatico y la subunidad B de la toxina Shiga
es una subunidad de aproximadamente 7,6 a 7,7 kDa que se asocia con otras cuatro subunidades B de la toxina
Shiga para formar un pentamero de aproximadamente 38,1-38,5 kDa de subunidades B de la toxina Shiga. El
pentamero de subunidades B se asocia con una subunidad A para formar la holotoxina Shiga, que es de
aproximadamente 70-72 kDa (O'Brien A, Holmes, R, Microbiol Rev 51: 206-20 (1987)). En general, la subunidad A
de la toxina Shiga forma una Unica proteina globular con una hélice que se extiende en el pentdmero de
subunidades B dentro de la holotoxina (Fraser M et al, Acta Crystallogr Sect. F Struct Biol Cryst Commun. 62: 627-30
(2006)).

La muerte celular eficiente por las toxinas Shiga requiere la escision intracelular de la subunidad A de la toxina Shiga
en una estructura en bucle extendido, expuesta a la superficie, conservada, la estructura por la endoproteasa furina
(Garred @ et al, Exp Cell Res 218:. 39-49 (1995); Garred & et al, J Biol Chem 270: 10817-21 (1995); LeaN et al,
Microbiology 145: 999-1004 (1999); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)). El
fragmento amino terminal de la subunidad A de la toxina Shiga escindida por furina se llama el "fragmento Al1" de la
toxina Shiga (o Stxn-Al, SLTn-Al, SLT-NA1), y el fragmento carboxi terminal de la subunidad A se llama "fragmento
A2" de la toxina Shiga. El fragmento Al de la toxina Shiga es un polipéptido de aproximadamente 27,5 kDa que
contiene el dominio catalitico de la toxina Shiga (Fraser M et al, Nat Struct Biol. 1: 59-64 (1994)).

Sélo el fragmento Al de la toxina Shiga se localiza en el citosol de las células intoxicadas, ya que el fragmento A2 y
subunidades B de la toxina Shiga permanecen en el reticulo endoplasmico (Tam P, Lingwood C, Microbiology 153:
2700-10 (2007)). La escision proteolitica de las subunidades A de la toxina Shiga en esta estructura de bucle
extendida conservada contribuye a la liberacién del fragmento Al catalitico y el direccionamiento subcelular del
fragmento Al al citosol (Johannes L, R6mer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-16 (2010)). El fragmento A2 de la toxina
Shiga es un polipéptido de aproximadamente 4,5 a 4,7 kDa que es superfluo para la actividad catalitica (Haddad J et
al, J Bacteriol 175: 4970-8 (1993); Backer M et al, J Control Release 74: 349- 55 (2001); Backer M, Backer J,
Bioconjug Chem 12: 1066-1073 (2001); LaPointe P et al, J Biol Chem 280: 23310-18 (2005); Di R et al, Toxicon 57:
525 -39 (2011)).

La furina es una endoproteasa de serina especializada que se expresa por una amplia variedad de tipos de células,
en todos los tejidos humanos examinados, y por la mayoria de las células animales (ver Shiryaev S et al, J Biol
Chem 282: 20847-53 (2007)). La furina escinde polipéptidos que comprenden motivos accesibles a menudo
centrados en el motivo de consenso minimo dibasico R-x-(R/K/x)-R (Thomas G, Nat Rev Mol Cell Biol 3: 735-66
(2002); Tian S, Biochem Insights 2: 9-20 (2009)). Las subunidades A de los miembros de la familia de toxinas Shiga
comprenden una estructura de bucle extendido, expuesta a la superficie, conservada (por ejemplo, 242-261 en stxA
y SLT-1Ay 241-260 en SLT-2) con un motivo S-R/Y-x-x-R conservado que se escinde por furina (Garred & et al, Exp
Cell Res 218: 39-49 (1995); Garred @ et al, J Biol Chem. 270: 10817-21 (1995); Kurmanova A et al, Biochem
Biophys Res. Commun 357: 144-9 (2007); Fagerquist C, Sultan O, J Biomed Biotechnol 2010: 123460 (2010)). La
estructura de bucle extendido expuesta a la superficie situada en los residuos de aminoacidos 242 a 261 en stxA se
requiere para la escision inducida por furina de stxA, incluyendo las caracteristicas que flanquean el motivo minimo
de escision por furina R-x-x-R (Kurmanova A et al., Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)).

Durante la intoxicacién por la toxina Shiga, la subunidad A es proteoliticamente escindida por furina en el enlace
carboxi de un residuo de arginina conservado (por ejemplo, el residuo de arginina en la posicion 251 en stxA'y SLT-
1A y el residuo arginina en la posicién 250 en Stx2A y SLT-2A) (Garred @ et al, Exp Cell Res 218: 39-49 (1995);
Garred @ et al, J Biol Chem. 270: 10817-21 (1995); Fagerquist C, Sultan O, J Biomed Biotechnol 2010: 123460
(2010)). La escision por furina de las subunidades A de la toxina Shiga se produce en compartimentos endosomales
y/o compartimentos de Golgi (Garred @ et al, J Biol Chem 270: 10817-21 (1995); Kurmanova A et al, Biochem
Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)).

Se requiere la disociacién del fragmento Al de la toxina Shiga del fragmento A2 para la activacion del dominio
catalitico del fragmento Al (Garred @ et al, Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); Garred @ et al, J. Biol Chem 270:
10817-21 (1995); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)). Los dominios cataliticos de
toxinas Shiga estan inactivos antes de la escision por furina posiblemente porque la parte A2 de la subunidad A
ocluye la hendidura del sitio activo de la parte A1, con metionina-260 de la parte A2 que sobresale y bloquea el sitio
activo de la parte Al (Lea N et al, Microbiology 145: 999-1.004 (1999); véase también Fraser M et al, Nat Struct Biol.
1: 59-64 (1994)).

Se requiere la disociacion del fragmento de la toxina Al de Shiga del fragmento A2 y el resto de la holotoxina Shiga
para la translocacion del fragmento Al desde el lumen del reticulo endoplasmico al citosol (LaPointe P et al, J Biol
Chem 280: 23310-18 (2005); Li S et al, PLoS One. 7: e41119 (2012)). La liberacion del fragmento Al expone un
dominio hidréfobo que desencadena una serie de etapas complejas: 1) el reconocimiento del fragmento Al por el
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sistema de degradacion asociada al reticulo endoplasmico (ERAD), 2) desplegamiento, 3) retrotranslocacion a través
de la membrana del reticulo endoplasmico y 4) el replegamiento a una formacion catalitica en el citosol (Li S et al,
PLOS One. 7: €41119 (2012)).

En primer lugar, el extremo carboxi terminal del fragmento Al de la toxina Shiga, que se expone después de la
escision por furina y la liberacion del resto de la holotoxina Shiga, es reconocido por el sistema ERAD. El sistema
ERAD identifica proteinas mal plegadas en el extremo terminal en el RE, las marca con poliubiquitina y las exporta al
citosol para la destruccion proteasomal (Smith M et al, Science 334: 1086-1090 (2011)). Los fragmentos Al de
toxinas Shiga explotan la via ERAD para obtener acceso al citosol tal vez mediante la imitacién de un sustrato de
ERAD desplegada a través de una region de polipéptido localmente mal plegado, que comprende un parche zona de
restos de aminoacidos relativamente hidréfobos, situado en los extremos carboxi terminales de los fragmentos Al
creados por la escision por furina (LaPointe P et al, J Biol Chem 280: 23310-18 (2005); Yu M, Haslam D, Infect
Immun., 73: 2524-32 (2005); Li S et al, PLoS One. 7: e41119 (2012)). El parche parcialmente desplegado, hidrofobo,
de residuos de aminoacidos cerca del extremo carboxi terminal de los fragmentos Al de la toxina Shiga expuesto
por la escision por furina puede ser reconocido por las proteinas de chaperona del reticulo endoplasmico del sistema
ERAD (LaPointe P et al, J Biol Chem 280: 23310-18 (2005); Yu M, Haslam D, Infect Immun 73: 2524-32 (2005); Li S
et al, PLoS One. 7: 41119 (2012)).

Cuando un fragmento Al de la toxina Shiga entra primero en el citosol de una célula eucariota intoxicada, se cree
gue se poliubiquitina y en una conformacion sustancialmente desordenada como consecuencia de estar desplegado,
por tanto, los fragmentos Al deben evitar la degradacion proteasomal y replegarse en una conformacién
cataliticamente activa a fin de ejercer su actividad citotoxica catalitica (Tam P, Lingwood C, Microbiology 153: 2700-
10 (2007); Li S et al, PLoS One 7: e41119 (2012)). Una vez en el citosol, un fragmento Al activo de la toxina Shiga
puede paralizar irreversiblemente un ribosoma eucariética tras otro a través de la actividad enzimatica potente del
fragmento Al a una velocidad de aproximadamente 700 ribosomas por minuto (Brigotti M et al, Toxicon 35: 1431-
1437 (1997); Tam P, Lingwood C, Microbiology 153: 2700-10 (2007)). Después de inactivar un namero umbral de
ribosomas, se predice que una célula huésped intoxicada experimenta una reduccién suficiente en la sintesis de
proteinas para inducir la muerte celular a través de apoptosis (lordanov M et al, Mol Cell Biol. 17: 3373-81 (1997);
Smith W et al., Infect Immun. 71: 1497-504 (2003); Lee S et al, Microbiol Cell 10: 770-80 (2008); Tesh V, Future
Microbiol 5: 431-53 (2010)).

La escision por furina intracelular de la subunidad A de la toxina Shiga entre los fragmentos A1l y A2 es importante
para la maxima citotoxicidad de la toxina Shiga. Los experimentos que muestran una maxima citotoxicidad de
holotoxina de Shiga requiere 1) el sitio minimo de escisién por furina R/Y-x-x-R situado entre los fragmentos A1y A2
en la subunidad A de la toxina Shiga; 2) ciertos residuos de aminoacidos en la estructura de bucle extendido
expuesta a la superficie en la subunidad A de la toxina Shiga que comprende el sitio minimo de escisién por furina; y
3) la expresion celular de furina por las células de vertebrados intoxicados.

Las células humanas que carecen de furina estan protegidas contra la citotoxicidad de la toxina Shiga y estas
mismas células deficientes de furina se pueden hacer sensibles a la toxina Shiga por la expresién forzada de furina
(Garred g et al, J Biol Chem. 270: 10817-21 (1995); Kurmanova. A et al, Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9
(2007)).

Se demostro que la furina era necesaria para la maxima citotoxicidad de la toxina Shiga en ciertas células de cancer
humano (Garred @ et al, J Biol Chem 270: 10817-21 (1995); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun
357: 144-9 (2007)). Las toxinas Shiga con sitios y/o mutaciones alterados de la escisién por furina en estructuras de
bucles extendidos expuestas a la superficie conservadas muestran una reduccién de la citotoxicidad. La alteracién
del motivo de escision por furina S-R/Y-x-x-R en el bucle extendido expuesto a la superficie de subunidades A de la
toxina Shiga con sustituciones o deleciones de residuos de aminoéacidos dio lugar a la escision menos eficiente de
las subunidades A y la inhibicién de ribosomas menos eficiente en células de vertebrados (Burgess B, Roberts L,
Mol Microbiol 10: 171-9 (1993); Garred @ et al, Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); Lea N et al, Microbiology 145: 999-
1004 (1999); Kurmanova A et al., Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)). La alteracion del motivo de
escision por furina en la subunidad A de SLT-1 redujo su actividad de inhibicion de ribosomas en 60 veces (Lea N et
al, Microbiology 145: 999-1004 (1999)). Ademas, la alteracion de las regiones flanqueantes del motivo de escisién
por furina sin alterar el motivo minimo de escisién por furina R-x-x-R también redujo la actividad de inhibicion de
ribosomas de Stx (Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)).

La citotoxicidad de la toxina Shiga se puede aumentar para mutantes de toxina Shiga resistentes a la escision por
furina y para células deficientes de furina mediante el pretratamiento de holotoxinas de Shiga con furina in vitro antes
de intoxicar células. Las subunidades A de la toxina Shiga se pueden escindir eficientemente in vitro por furina
(Garred @ et al, Exp Cell Res 218: 39-49 (1995)). El pretratamiento de Stx con furina in vitro antes de la
administracion a células humanas deficientes de furina dio lugar a un aumento de la actividad de inhibicién de
ribosomas en 30-50 veces (Garred @ et al, Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); Kurmanova A et al., Biochem Biophys
Res Commun 357: 144-9 (2007)). Del mismo modo, el pretratamiento de una toxina Shiga mutante resistente a la
escision por furina con tripsina in vitro dio lugar a un aumento de la inhibicion de ribosomas en células de
vertebrados intoxicadas en comparacion con células intoxicadas con toxinas de Shiga no tratadas resistentes a la
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escisién por furina (Kurmanova A et al., Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)).

La disociacion del fragmento Al del fragmento A2 puede ser necesaria para la activacion del dominio catalitico del
fragmento Al (Garred @ et al, Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); Garred @ et al, J Biol Chem 270: 10817-21 (1995);
Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)). Los dominios cataliticos de toxinas Shiga
podrian ser inactivas antes de la escision por furina porque el dominio catalitico esta estéricamente bloqueado (Lea
N et al, Microbiologia 145: 999-1004 (1999); véase también Fraser M et al, Nat Struct Biol 1: 59 -64 (1994)).

El modelo de citotoxicidad de toxina Shiga es que el procesamiento proteolitico intracelular de las subunidades A de
toxina Shiga por furina en las células intoxicadas es esencial para 1) la liberacion del fragmento Al del resto de la
holotoxina Shiga, 2) escape del fragmento Al del reticulo endoplasmico mediante la exposicion de un dominio
hidr6fobo en el extremo carboxi terminal del fragmento Al, y 3) la activacién enzimatica del fragmento Al (ver
Johannes L, Romer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-16 (2010)). La liberacion eficiente del fragmento Al de la toxina
Shiga del fragmento A2 y el resto de los componentes de la holotoxina Shiga en el reticulo endoplasmico de las
células intoxicadas es esencial para un direccionamiento eficiente intracelular al citosol, la actividad enzimatica
maxima, la inactivacién eficiente de ribosoma y el logro de una citotoxicidad Optima, es decir, comparable con una
toxina Shiga de tipo salvaje.

La liberacién del fragmento Al de la toxina Shiga de todos los otros restos puede ser necesaria tanto para 1)
exponer el extremo carboxi terminal del fragmento Al para el reconocimiento por factores celulares dentro del
reticulo endoplasmico de células intoxicadas y 2) maximizar la actividad catalitica.

Se requiere que la liberacion del fragmento Al de la toxina Shiga se exponga al extremo carboxi terminal del
fragmento Al. La region hidréfoba alrededor de 224 a 241 en la region carboxi terminal del fragmento Al de stxA se
cree que juega un papel en la retrotranslocacién del fragmento Al desde el lumen del reticulo endoplasmico al
citosol (Suhan M, Hovde C, Infect Immun 66: 5252-9 (1998); LaPointe P et al, J Biol Chem 280: 23310-18
(2005)). Varios residuos aminoacidos en esta region hidr6foba se vuelven mas accesibles a la superficie después de
la escision de las subunidades A de la toxina Shiga tanto en StxIA como en Stx2A (Di R et al, Toxicon 57: 525-39
(2011)). Por lo tanto, la liberacion del fragmento Al de la toxina Shiga y la exposicién de su regién hidréfoba carboxi
terminal pueden desencadenar el transporte del fragmento Al desde el reticulo endoplasmico al citosol (Suhan M,
Hovde C, Infect Immun 66: 5252-9 (1998); LaPointe P et al, J Biol Chem 280: 23310-18 (2005); Di R et al, Toxicon
57: 525-39 (2011)). Ademas, el extremo carboxi terminal del fragmento Al puede funcionar como un ligando
reconocido y unido por un receptor reticular endoplasmico, distinto de una proteina chaperona, que contribuye a la
retrotranslocacion eficiente del fragmento Al (LaPointe P et al., J Biol Chem 280: 23310-18 (2005)).

Los cambios estructurales que potencian la citotoxicidad del fragmento Al de la toxina Shiga podrian tener lugar
después de la liberacion del fragmento Al de todos los otros restos. El fragmento Al libre de la toxina Shiga podria
mostrar una actividad catalitica 6ptima, tal como, por ejemplo, mediante la exposicion de algunas regiones cataliticas
enterradas en la estructura de holotoxina Shiga (ver Tesh V et al, Infect Immun. 61: 3392-402 (1993); Di R et al,
Toxicon 57: 525-39 (2011)). La activacion catalitica de la toxina Shiga después de la escisién proteolitica y la
exposiciéon a condiciones de reduccidon o mejora de la toxicidad de la toxina Shiga después de procesamiento
proteolitico y la exposicién a condiciones de reduccion son muy probablemente el resultado de la separacion del
fragmento Al del fragmento A2 (Tesh V et al., Infect Immun 61: 3392-402 (1993)). Los cambios estructurales al
fragmento Al de toxina Shiga después de la disociacion del resto de la holotoxina Shiga pueden estar relacionados
con cambios funcionales, tales como, por ejemplo, la capacidad de formar una estructura recién plegada que es mas
cataliticamente activa después de desplegarse por la maquinaria ERAD vy translocarse al citosol, la capacidad del
fragmento Al citosdlico de evadir la degradacion por el proteasoma, y la capacidad de formar estructuras con mas
sitios cataliticos activos abiertos y/o hendiduras de unién que aumentan la actividad enzimatica (Di R et al, Toxicon
57: 525- 39 (2011)).

Por ejemplo, los residuos cataliticos N75 y Y77 en StxIA pueden disponerse mas expuestos al disolvente después de
la liberacion del fragmento Al de la toxina Shiga y muchos de los residuos en el extremo carboxi terminal del
fragmento Al de ambos Stx1 y Stx2 de alrededor de las posiciones de residuos de aminoacidos 205 a 250 pueden
sufrir cambios significativos en la accesibilidad de la superficie después de la liberacion del fragmento Al (Di R et al,
Toxicon 57: 525-39 (2011)). En particular, los residuos de aminoéacidos en las regiones 240-251 de StxIA y 239-250
de Stx2A mostraron un aumento espectacular en la exposicién de la superficie después de la liberacién de
fragmentos Al de la toxina Shiga (Di R et al, Toxicon 57: 525-39 (2011) ). Otro ejemplo es que los residuos de
aminoacidos en las regiones 42-49 y 246-250 de Stx2A pueden disponerse mas expuestos al disolvente después de
la liberacion de fragmentos Al de la toxina Shiga (Smith M et al, Infect Immun 77: 2730-40 (2009); Di. R et al,
Toxicon 57: 525-39 (2011)). Por lo tanto, la liberacién del fragmento Al de la toxina Shiga de todos los otros restos
puede ser necesaria para una maxima citotoxicidad de la toxina Shiga debido a los cambios estructurales y
funcionales que mejoran el direccionamiento subcelular del fragmento Al al citosol de las células intoxicadas, la
actividad enzimatica del fragmento Al en el citosol de las células intoxicadas y persistencia del fragmento Al en el
citosol de las células intoxicadas.

En resumen, se cree que la citotoxicidad maxima de la toxina Shiga requiere la escision de subunidad A de la toxina
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Shiga, la exposicion en el reticulo endoplasmatico de una region hidréfoba proximal al extremo carboxi terminal del
fragmento Al, y la liberacion del fragmento Al del resto de la holotoxina, todo ello podria dar lugar a mdltiples
cambios estructurales y funcionales al fragmento Al. Ademas, se cree que el transporte intracelular 6ptimo de los
fragmentos Al de la toxina Shiga al citosol requiere los mismos eventos: escisién de subunidades A, exposicion del
extremo carboxilo terminal del fragmento Al, y la liberacién del fragmento Al de todas las otras fracciones
moleculares. En ausencia de la escision por furina de la subunidad A de la toxina Shiga, el direccionamiento
subcelular de los dominios cataliticos de la toxina Shiga puede tener lugar, pero no es el 6ptimo, es menos eficiente,
y da lugar a reducciones en la eficacia de la inhibicion de ribosomas (Garred @ et al., Exp Cell Res 218: 39-49
(1995); Lea N et al, Microbiology 145: 999-1004 (1999); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357:
144-9 (2007)).

Dado que el procesamiento proteolitico por furina de subunidades A de toxina Shiga en células de vertebrados
intoxicados es critico para la citotoxicidad maxima, es importante en el disefio de moléculas citotoxicas derivadas de
subunidades A de la toxina Shiga mantener o compensar este procesamiento proteolitico de origen natural con el fin
de conservar la maxima citotoxicidad de la toxina Shiga. No habia ninguna solucién conocida que compensara
completamente la falta de escisién por furina de estructuras que comprenden una subunidad A de toxina Shiga
resistente a la escision por furina ligada a un resto carboxi terminal que perturba el direccionamiento subcelular
natural y/o la citotoxicidad del componente derivado del fragmento Al de la toxina Shiga.

Seria deseable disponer de moléculas citotoxicas que comprendan componentes derivados de la subunida A de la
toxina Shiga que sean tan citotxicos como sea posible. También seria deseable tener moléculas dirigidas a células
mejoradas que comprenden componentes polipeptidicos efectores de la toxina Shiga que mantienen una alta
potencia para eliminar tipos especificos de células en diversas aplicaciones médicas. Sin embargo, sigue habiendo
una necesidad en la técnica de formas para disefiar moléculas citotdéxicas que comprenden regiones derivadas de la
subunidad A de la toxina Shiga con toxicos no especificas reducidas, estabilidades mejoradas, vidas medias in vivo
aumentadas y/o perfiles de toxicidad mejorados después de la administracion a los organismos cuando las
moléculas citotoxicas comprenden restos moleculares carboxi terminales, tales como, por ejemplo, de
direccionamiento celular, regiones de unién de tipo inmunoglobulina. WO 2013/080147 describe una proteina de
fusién anticancer.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona varias moléculas citotdxicas dirigidas a células que comprenden polipéptidos
efectores de la subunidad A de la toxina Shiga resistente a la escision por proteasa, tal como se define en las
reivindicaciones, que pueden ser utilizadas como componentes de varias composiciones de la materia, tales como
composiciones de diagnéstico. La presente invencidon proporciona varias moléculas dirigidas a células que
comprenden polipéptidos efectores de la toxina Shiga resistente a la escision por proteasa funcionalmente asociados
con regiones de unién para efectuar el reconocimiento de células, tal como se define en las reivindicaciones. La
asociacion de regiones de unién dirigidas a células con polipéptidos efectores de la toxina Shiga resistente a la
escisién por proteasa permite el disefio del direccionamiento especifico del tipo de célula de la potente citotoxicidad
y/o citostasis de la toxina Shiga mejorando al mismo tiempo la tolerabilidad in vivo. Ciertas moléculas dirigidas a
células de la presente invencion tienen una utilidad mejorada para la administracion a vertebrados, ya sea como un
agente terapéutico y/o agente de diagnéstico debido a la reduccion de la probabilidad de producir efectos toxicos no
especificos a una dosis dada.

En ciertas realizaciones definidas en las reivindicaciones, la molécula dirigida a células de la presente invencion
comprende 1) una region de unidn que comprende una regién de unién de tipo inmunoglobulina que comprende uno
0 mas polipéptidos y es capaz de unirse especificamente al menos a una biomolécula diana extracelular, y 2) un
polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende una regién del fragmento Al de la toxina Shiga que tiene un
extremo carboxi terminal y un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi de la region del fragmento
Al. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencién, la regién de unién esta asociada con el
extremo carboxilo terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida
a células de la invencion, la regiéon de unién esta fusionada con el polipéptido efector de la toxina Shiga. En ciertas
realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencion, la region de unién esta fusionada con el polipéptido
efector de la toxina Shiga para formar un Unico polipéptido continuo. En ciertas realizaciones adicionales de la
molécula dirigida a células de la invencidn, la region de unién esta fusionada con el extremo carboxi terminal del
polipéptido efector de la toxina Shiga, ya sea directa o indirectamente. En ciertas realizaciones, el resto molecular
cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la regidon del fragmento Al. En ciertas realizaciones de la
molécula dirigida a células de la invencion, el polipéptido efector de la toxina Shiga esta unido a la region de unién
por al menos un enlace covalente que no es un enlace disulfuro. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula
dirigida a células de la invencion, la regiéon de unién de tipo inmunoglobulina se selecciona del grupo que consiste
en: fragmento de anticuerpo de un solo dominio (sdAb), nanoanticuerpo, dominio de anticuerpo de cadena pesada
derivado de un camélido (fragmento VuH), dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un pez
cartilaginoso, nuevo receptor de antigeno de inmunoglobulina (IgNAR), fragmento Vnar, fragmento variable de
cadena Uunica (scFv), fragmento de anticuerpo variable (Fv), fragmento de una regién determinante de
complementariedad 3 (CDR3), polipéptido FR3-CDR3-FR4 (FR3-CDR3-FR4) restringido, fragmento Fd, fragmento
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de union a antigeno (Fab), 10° dominio de tipo Il de fibronectina derivado de fibronectina (10Fn3), dominio de tipo Il
de tenascina, dominio del motivo de repeticién de anquirina, dominio A derivado de receptor de lipoproteina de baja
densidad (LDLR-A), lipocalina (anticalinas), dominio Kunitz, dominio Z derivado de Proteina A, dominio derivado de
cristalina gamma B, dominio derivado de ubiquitina, polipéptido derivado de Sac7d (afitinas), dominio SH2 derivado
de Fyn, miniproteina, andamios estructurales de dominio del tipo lectina de tipo C, mimético de anticuerpo
manipulado y cualquier homélogo genéticamente manipulado de cualquiera de los anteriores que retienen la
funcionalidad de unién. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencion, la
regién de union es capaz de unirse a la biomolécula diana extracelular seleccionada del grupo que consiste en:
CD20, CD22, CD40, CD79, CD25, CD30, HER2/neu/ErbB2, EGFR, EpCAMs (por ejemplo, EGP-2, EGP-40), EphB2,
antigeno de membrana especifico de la préstata, Cripto, endoglina, proteina activada por fibroblastos, Lewis-Y,
CD19, CD21, CS1/SLAMF7, CD33, CD52, CD133, CEA, gpA33, mucina, TAG-72, anhidrasa carbdnica IX, proteina
de unién a folato, gangliésido GD2, gangliésido GD3, gangliésido GM2, gangliésido Lewis-Y2, VEGFR, Alfa Vbeta3,
Alfabbetal, ErbB1/EGFR, Erb3, c-MET, IGF1R, EphA3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, RANKL, FAP, tenascina, CD64,
mesotelina, BRCA1, MART-1/MelanA, gpl00, tirosinasa, proteina relacionada con la tirosinasa humana 1 (TYRP1),
proteina humana relacionada con tirosinasa 2, TRP -1, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, GAGE-1/2, BAGE, RAGE, NY-
ESO-1, CDK-4, beta-catenina, MUM-1, caspasa-8, KIAA0205, HPVE6, SART-1, PRAME, antigeno
carcinoembrionario, antigeno especifico de prostata, antigeno de células madre de prostata, aspartil (asparaginil)
beta-hidroxilasa humano, EphA2, HER3/ErbB-3, MUC1, MART-1/MelanA, gp100, antigeno asociado a tirosinasa,
HPV-E7, antigeno del virus de Epstein-Barr, Bcr-Abl, antigeno de alfa-fetoproteina, 17-A1, antigeno de tumor de
vejiga, CD38, CD15, CD23, CD52, CD133, CD53, CD88, CD129, CD183, CD191, CD193, CD244, CD294, CD305,
C3AR, FceRla, galectina-9, mrp-14, Siglec-8, Siglec-10, CD49d, CD13, CD44, CD54, CD63, CD69, CD123, TLR4,
FceRla, IgE, CD107a, CD203c, CD14, CD68, CD80, CD86, CD105, CD115, F4/80, ILT-3, galectina-3, cD1la-c,
GITRL, MHC Clase Il, CD284-TLR4, CD107-Mac3, CD195-CCR5, HLA-DR, CD16/32, CD282-TLR2, CD11c y
cualquier fragmento inmunogénico de cualquiera de los anteriores. Para ciertas realizaciones, tras la administracion
de la molécula dirigida a células de la invencidon a una célula acoplada fisicamente con una biomolécula diana
extracelular de la regién de unién, la molécula dirigida a células es capaz de causar la muerte de la célula. Para
ciertas realizaciones adicionales, tras la administracion de la molécula dirigida a células de la invencion a dos
poblaciones diferentes de tipos de células que se diferencian con respecto a la presencia o el nivel de una
biomolécula diana extracelular, la molécula dirigida a células es capaz de causar la muerte celular de los tipos de
células acoplados fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la region de unién de la molécula dirigida a
células en una CDso que es al menos tres veces menor que el CDsp observado para los tipos de células que no se
acoplan fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la regidon de unién de la molécula dirigida a
células. Para ciertas realizaciones, tras la administracién de la molécula dirigida a células de la invenciéon a una
primera poblacion de células cuyos miembros estan acoplados fisicamente a biomoléculas diana extracelulares de la
regién de union de la molécula dirigida a células y una segunda poblacién de células cuyos miembros no estan
fisicamente acoplados a ninguna biomolécula diana extracelular de la region de unién, el efecto citotoxico de la
molécula dirigida a células a los miembros de dicha primera poblaciéon de células con respecto a los miembros de
dicha segunda poblacién de células es al menos 3 veces mayor. Para ciertas realizaciones, tras la administracion de
la molécula dirigida a células de la invencién a una primera poblacion de células cuyos miembros estan acoplados
fisicamente a una cantidad significativa de la biomolécula diana extracelular de la regién de unién de la molécula
dirigida a células, y a una segunda poblacién de células cuyos miembros no estan acoplados fisicamente a una
cantidad significativa de alguna biomolécula diana extracelular de la regién de unién, el efecto citotoxico de la
molécula dirigida a células a los miembros de dicha primera poblacién de células con respecto a los miembros de
dicha segunda poblacién de células es de al menos 3 veces mayor. Para ciertas realizaciones, tras la administracion
de la molécula dirigida a células de la invencién a una primera poblacién de células positivas de biomolécula diana, y
a una segunda poblacion de células cuyos miembros no expresan una cantidad significativa de una biomolécula
diana de la region de unién de la molécula dirigida a células en una superficie celular, el efecto citotoxico de la
molécula dirigida a células a los miembros de la primera poblaciéon de células con respecto a los miembros de la
segunda poblacion de células es al menos 3 veces mayor. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula
dirigida a células de la invencién, el polipéptido efector de la toxina Shiga comprende o consiste esencialmente en el
polipéptido mostrado en una cualquiera de SEQ ID NOs: 4-49. En ciertas realizaciones adicionales, la molécula
dirigida a células de la invencidon comprende o consiste esencialmente en el polipéptido mostrado en una cualquiera
de SEQ ID NOs: 50-61. En ciertas realizaciones adicionales, la molécula dirigida a células de la invencion
comprende ademas un motivo sefial de retencion/recuperacion de reticulo endoplasmico carboxi terminal de un
miembro de la familia KDEL ('KDEL' descrito como SEQ ID NO: 62). En ciertas realizaciones adicionales, la molécula
dirigida a células de la invencion comprende el motivo sefial de retencién/recuperaciéon de reticulo endoplasmico
carboxi terminal seleccionado del grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO: 62), HDEF (SEQ ID NO: 63), HDEL
(SEQ ID NO: 64), RDEF (SEQ ID NO: 65), RDEL (SEQ ID NO: 66), WDEL (SEQ ID NO: 67), YDEL (SEQ ID NO:
68), HEEF (SEQ ID NO: 69), HEEL (SEQ ID NO: 70), KEEL (SEQ ID NO: 71), REEL (SEQ ID NO: 72), KAEL (SEQ
ID NO: 73), KCEL (SEQ ID NO: 74), KFEL (SEQ ID NO: 75), KGEL (SEQ ID NO: 76), KHEL (SEQ ID NO: 77), KLEL
(SEQ ID NO: 78), KNEL (SEQ ID NO: 79), KQEL (SEQ ID NO: 80), KREL (SEQ ID NO: 81), KSEL (SEQ ID NO: 82),
KVEL (SEQ ID NO: 83), KWEL (SEQ ID NO: 84), KYEL (SEQ ID NO: 85), KEDL (SEQ ID NO: 86), KIEL (SEQ ID
NO: 87), DKEL (SEQ ID NO: 88), FDEL (SEQ ID NO: 89), KDEF (SEQ ID NO: 90), KKEL (SEQ ID NO: 91), HADL
(SEQ ID NO: 92), HAEL (SEQ ID NO: 93), HIEL (SEQ ID NO: 94), HNEL (SEQ ID NO: 95), HTEL (SEQ ID NO: 96),
KTEL (SEQ ID NO: 97), HVEL (SE Q ID NO: 98), NDEL (SEQ ID NO: 99), QDEL (SEQ ID NO: 100), REDL (SEQ ID
NO: 101), RNEL (SEQ ID NO: 102), RTDL (SEQ ID NO: 103), RTEL (SEQ ID NO: 104), SDEL (SEQ ID NO: 105),
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TDEL (SEQ ID NO: 106) y SKEL (SEQ ID NO: 107). En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a
células de la invencion, el polipéptido efector de la toxina Shiga comprende una mutacion con relacion a una
subunidad A de un miembro de la familia de toxinas Shiga que reduce o elimina la actividad enzimatica del
polipéptido efector de la toxina Shiga pero no reduce el direccionamiento subcelular al citosol, de al menos una parte
del polipéptido efector de la toxina Shiga, por debajo del nivel de direccionamiento subcelular de un polipéptido
efector de la toxina Shiga de tipo natural.

En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células de la presente invencién comprende 1) un polipéptido efector
de la toxina Shiga que comprende una regién del fragmento Al de la toxina Shiga que tiene un extremo carboxi
terminal y un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al, que
comprende una o mas mutaciones en el motivo minimo de escision por furina con respecto a una subunidad A de la
toxina Shiga de tipo salvaje; y 2) una region de union capaz de unirse especificamente a al menos una biomolécula
diana extracelular y asociada con el extremo carboxilo terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga. En estas
realizaciones de las moléculas dirigidas a células de la invencion, una mutacion en el motivo minimo de escision por
furina es una delecion, insercion y/o sustitucién de al menos un residuo de aminoacido en el motivo de escision por
furina R/Y-x-x-R. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencion, el polipéptido efector de la
toxina Shiga esta unido a la regién de union por al menos un enlace covalente que no es un enlace disulfuro. En
ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencioén, la regién de unién esta fusionada con el
extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga, ya sea directa o indirectamente. En ciertas
realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencion, la regién de union esta fusionada con el extremo
carboxilo terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga para formar un Unico polipéptido continuo. En ciertas
realizaciones, la region de unién cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al. En
ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencion, la regién de union de tipo
inmunoglobulina se selecciona del grupo que consiste en: fragmento de anticuerpo de un solo dominio (sdAb),
nanoanticuerpo, dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un camélido (fragmento VxH), dominio de
anticuerpo de cadena pesada derivado de un pez cartilaginoso, nuevo receptor de antigeno de inmunoglobulina
(IgNAR), fragmento Vnar, fragmento variable de cadena unica (scFv), fragmento de anticuerpo variable (Fv),
fragmento de una region determinante de complementariedad 3 (CDR3), polipéptido FR3-CDR3-FR4 (FR3-CDR3-
FR4) restringido, fragmento Fd, fragmento de unién a antigeno (Fab), 10° dominio de tipo Il de fibronectina derivado
de fibronectina (10Fn3), dominio de tipo Ill de tenascina, dominio del motivo de repeticién de anquirina, dominio A
derivado de receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR-A), lipocalina (anticalinas), dominio Kunitz, dominio Z
derivado de Proteina A, dominio derivado de cristalina gamma B, dominio derivado de ubiquitina, polipéptido
derivado de Sac7d (afitinas), dominio SH2 derivado de Fyn, miniproteina, andamios estructurales de dominio del tipo
lectina de tipo C, mimético de anticuerpo manipulado y cualquier homoélogo genéticamente manipulado de cualquiera
de los anteriores que retienen la funcionalidad de unién. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida
a células de la invencién, la region de unién es capaz de unirse a la biomolécula diana extracelular seleccionada del
grupo que consiste en: CD20, CD22, CD40, CD79, CD25, CD30, HER2/neu/ErbB2, EGFR, EpCAMSs (por ejemplo,
EGP-2, EGP-40), EphB2, antigeno de membrana especifico de la préstata, Cripto, endoglina, proteina activada por
fibroblastos, Lewis-Y, CD19, CD21, CS1/SLAMF7, CD33, CD52, CD133, CEA, gpA33, mucina, TAG-72, anhidrasa
carbodnica IX, proteina de union a folato, gangliésido GD2, gangliésido GD3, gangliésido GM2, gangliésido Lewis-Y2,
VEGFR, Alfa Vbeta3, AlfaSbetal, ErbB1/EGFR, Erb3, c-MET, IGF1R, EphA3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, RANKL, FAP,
tenascina, CD64, mesotelina, BRCA1l, MART-1/MelanA, gpl100, tirosinasa, proteina relacionada con la tirosinasa
humana 1 (TYRP1), proteina humana relacionada con tirosinasa 2, TRP-1, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, GAGE-1/2,
BAGE, RAGE, NY-ESO-1, CDK-4, beta-catenina, MUM-1, caspasa-8, KIAA0205, HPVE6, SART-1, PRAME,
antigeno carcinoembrionario, antigeno especifico de prostata, antigeno de células madre de préstata, aspartil
(asparaginil) beta-hidroxilasa humano, EphA2, HER3/ErbB-3, MUC1, MART-1/MelanA, gp100, antigeno asociado a
tirosinasa, HPV-E7, antigeno del virus de Epstein-Barr, Bcr-Abl, antigeno de alfa-fetoproteina, 17-Al, antigeno de
tumor de vejiga, CD38, CD15, CD23, CD52, CD133, CD53, CD88, CD129, CD183, CD191, CD193, CD244, CD294,
CD305, C3AR, FceRla, galectina-9, mrp-14, Siglec-8, Siglec-10, CD49d, CD13, CD44, CD54, CD63, CD69, CD123,
TLR4, FceRla, IgE, CD107a, CD203c, CD14, CD68, CD80, CD86, CD105, CD115, F4/80, ILT-3, galectina-3, cD11la-
¢, GITRL, MHC Clase IlI, CD284-TLR4, CD107-Mac3, CD195-CCR5, HLA-DR, CD16/32, CD282-TLR2, CD11c y
cualquier fragmento inmunogénico de cualquiera de los anteriores. Para ciertas realizaciones, tras la administracion
de la molécula dirigida a células de la invencion a una célula acoplada fisicamente con una biomolécula diana
extracelular de la regiéon de union, la molécula dirigida a células es capaz de causar la muerte de la célula. Para
ciertas realizaciones adicionales, tras la administracion de la molécula dirigida a células de la invencién a dos
poblaciones diferentes de tipos de células que se diferencian con respecto a la presencia o el nivel de una
biomolécula diana extracelular, la molécula dirigida a células es capaz de causar la muerte celular de los tipos de
células acoplados fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la regién de unién de la molécula dirigida a
células en una CDso que es al menos tres veces menor que el CDso observado para los tipos de células que no se
acoplan fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la regiéon de unién de la molécula dirigida a
células. Para ciertas realizaciones, tras la administracion de la molécula dirigida a células de la invencién a una
primera poblacion de células cuyos miembros estan acoplados fisicamente a biomoléculas diana extracelulares de la
region de unién de la molécula dirigida a células y una segunda poblacién de células cuyos miembros no estan
fisicamente acoplados a ninguna biomolécula diana extracelular de la region de unién, el efecto citotoxico de la
molécula dirigida a células a los miembros de dicha primera poblacién de células con respecto a los miembros de
dicha segunda poblacion de células es al menos 3 veces mayor. Para ciertas realizaciones, tras la administracion de
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la molécula dirigida a células de la invencion a una primera poblacidon de células cuyos miembros estan acoplados
fisicamente a una cantidad significativa de la biomolécula diana extracelular de la regién de unién de la molécula
dirigida a células, y a una segunda poblacion de células cuyos miembros no estan acoplados fisicamente a una
cantidad significativa de alguna biomolécula diana extracelular de la region de union, el efecto citotoxico de la
molécula dirigida a células a los miembros de dicha primera poblaciéon de células con respecto a los miembros de
dicha segunda poblacién de células es de al menos 3 veces mayor. Para ciertas realizaciones, tras la administracion
de la molécula dirigida a células de la invencién a una primera poblacion de células positivas de biomolécula diana, y
a una segunda poblacién de células cuyos miembros no expresan una cantidad significativa de una biomolécula
diana de la region de unién de la molécula dirigida a células en una superficie celular, el efecto citotoxico de la
molécula dirigida a células a los miembros de la primera poblacion de células con respecto a los miembros de la
segunda poblacion de células es al menos 3 veces mayor. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula
dirigida a células de la invencion, el polipéptido efector de la toxina Shiga comprende o consiste esencialmente en el
polipéptido mostrado en una cualquiera de SEQ ID NOs: 4-36. En ciertas realizaciones adicionales, la molécula
dirigida a células de la invencion comprende o consiste esencialmente en el polipéptido mostrado en una cualquiera
de SEQ ID NOs: 50-61. En ciertas realizaciones adicionales, la molécula dirigida a células de la invencion
comprende ademas un motivo sefial de retencion/recuperacion de reticulo endoplasmico carboxi terminal de un
miembro de la familia KDEL ('KDEL' descrito como SEQ ID NO: 62). En ciertas realizaciones adicionales, la molécula
dirigida a células de la invencién comprende el motivo sefial de retencién/recuperacion de reticulo endoplasmico
carboxi terminal seleccionado del grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO: 62), HDEF (SEQ ID NO: 63), HDEL
(SEQ ID NO: 64), RDEF (SEQ ID NO: 65), RDEL (SEQ ID NO: 66), WDEL (SEQ ID NO: 67), YDEL (SEQ ID NO:
68), HEEF (SEQ ID NO: 69), HEEL (SEQ ID NO: 70), KEEL (SEQ ID NO: 71), REEL (SEQ ID NO: 72), KAEL (SEQ
ID NO: 73), KCEL (SEQ ID NO: 74), KFEL (SEQ ID NO: 75), KGEL (SEQ ID NO: 76), KHEL (SEQ ID NO: 77), KLEL
(SEQ ID NO: 78), KNEL (SEQ ID NO: 79), KQEL (SEQ ID NO: 80), KREL (SEQ ID NO: 81), KSEL (SEQ ID NO: 82),
KVEL (SEQ ID NO: 83), KWEL (SEQ ID NO: 84), KYEL (SEQ ID NO: 85), KEDL (SEQ ID NO: 86), KIEL (SEQ ID
NO: 87), DKEL (SEQ ID NO: 88), FDEL (SEQ ID NO: 89), KDEF (SEQ ID NO: 90), KKEL (SEQ ID NO: 91), HADL
(SEQ ID NO: 92), HAEL (SEQ ID NO: 93), HIEL (SEQ ID NO: 94), HNEL (SEQ ID NO: 95), HTEL (SEQ ID NO: 96),
KTEL (SEQ ID NO: 97), HVEL (SE Q ID NO: 98), NDEL (SEQ ID NO: 99), QDEL (SEQ ID NO: 100), REDL (SEQ ID
NO: 101), RNEL (SEQ ID NO: 102), RTDL (SEQ ID NO: 103), RTEL (SEQ ID NO: 104), SDEL (SEQ ID NO: 105),
TDEL (SEQ ID NO: 106) y SKEL (SEQ ID NO: 107). En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a
células de la invencion, el polipéptido efector de la toxina Shiga comprende una mutacién con relacién a una
subunidad A de un miembro de la familia de toxinas Shiga que reduce o elimina la actividad enzimatica del
polipéptido efector de la toxina Shiga pero no reduce el direccionamiento subcelular al citosol, de al menos una parte
del polipéptido efector de la toxina Shiga, por debajo del nivel de direccionamiento subcelular de un polipéptido
efector de la toxina Shiga de tipo natural.

En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células citotoxica de la presente invencion comprende un polipéptido
efector de la toxina Shiga que comprende 1) una regién del fragmento Al de la toxina Shiga que tiene un extremo
carboxi terminal tal como se define en las reivindicaciones, y 2) un motivo de escision por furina alterado en el
extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al tal como se define en las reivindicaciones; y comprende
ademas una region de unidén capaz de unirse especificamente a al menos una biomolécula diana extracelular y un
resto molecular, tal como se define en las reivindicaciones, asociado con el extremo carboxi terminal del polipéptido
efector de la toxina Shiga;y la molécula dirigida a células citotéxica es capaz de mostrar una citotoxicidad
equivalente a la citotoxicidad de una segunda molécula dirigida a células que consiste en la molécula dirigida a
células, excepto por el polipéptido efector de la toxina Shiga que consiste en un polipéptido Al de la toxina Shiga de
tipo salvaje. Esto significa que la segunda molécula dirigida a células comprende la misma regién de unién y el
mismo resto molecular que la molécula dirigida a células de la invencion, pero en lugar de comprender el mismo
polipéptido efector de la toxina Shiga, la segunda molécula dirigida a células comprende un polipéptido efector de
toxina Shiga de tipo salvaje que comprende una region del fragmento Al de la toxina Shiga (por ejemplo, los
aminoacidos 1-251 de la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, 0 aminoacidos 1-250 de la SEQ ID NO: 3) que tiene un
extremo carboxi terminal y un sitio de escision por furina de tipo salvaje en el extremo carboxi terminal de la region
del fragmento Al del polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje; en el que el resto molecular esta asociado
con el extremo carboxi terminal dela polipéptido Al de toxina Shiga de tipo salvaje con la misma asociacion que en
la primera molécula dirigida a células. En ciertas realizaciones adicionales, el resto molecular comprende al menos
un residuo de aminoacido fusionado al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga, ya sea
directa o indirectamente. En ciertas realizaciones, el resto molecular cubre estéricamente el extremo carboxi terminal
de la region del fragmento Al. En ciertas realizaciones, el resto molecular comprende un péptido y/o polipéptido
derivado del fragmento A2 de la toxina Shiga de una toxina Shiga de origen natural. En ciertas realizaciones, el
polipéptido efector de la toxina Shiga efector esta unido al resto molecular por al menos un enlace covalente que no
es un enlace disulfuro. En ciertas realizaciones adicionales, el resto molecular comprende un polipéptido fusionado
al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga para formar un Gnico polipéptido continuo. En
ciertas realizaciones adicionales de la molécula citotoxica de la invencion, el motivo de la escisién por furina alterado
comprende al menos una mutacién con relaciéon a una subunidad A de la toxina Shiga de tipo salavaje, alterando la
mutacién al menos un residuo de aminoacido en la regién situada originalmente 1) a 248-251 de la subunidad A de
toxina de tipo Shiga 1 (SEQ ID NO: 1) o la toxina Shiga (SEQ ID NO: toxina 2), 0 2) a 247-250 de la subunidad A de
la toxina de tipo Shiga 2 (SEQ ID NO: 3). En ciertas realizaciones adicionales de la molécula citotéxica de la
invencioén, la mutacion es una sustitucion de residuo de aminoacido de un residuo de arginina por un residuo de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2 717751713

aminoéacido cargado no positivo. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula citotoxica de la invencién, el
polipéptido efector de la toxina Shiga comprende o consiste esencialmente en el polipéptido mostrado en una
cualquiera de SEQ ID NOs: 4-49. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula citotéxica de la invencion, la
primera molécula dirigida a células es capaz de mostrar una tolerabilidad in vivo mejorada en comparaciéon con la
segunda molécula dirigida a células. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula citotdxica de la invencion, el
polipéptido efector de la toxina Shiga comprende una mutacién con relacion a una subunidad A de origen natural de
un miembro de la familia de toxinas Shiga que reduce o elimina la actividad enzimatica del polipéptido efector de la
toxina Shiga, pero no reduce el direccionamiento subcelular al citosol, de al menos una parte del polipéptido efector
de la toxina Shiga, por debajo del nivel de direccionamiento subcelular de un polipéptido efector de la toxina Shiga
de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones de la molécula citotoxica de la presente invencion, el polipéptido efector de la toxina Shiga
no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 2 que comprende ademas ambas de las siguientes
sustituciones de residuos de aminoacidos: R248H y R251H. En ciertas realizaciones de la molécula citotoxica, el
polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende ambas de las siguientes sustituciones de residuos de
aminoacidos: R248H y R251H. En ciertas realizaciones de la molécula citotdxica, el polipéptido efector de la toxina
Shiga no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 1 que comprende ademas ambas de las siguientes
sustituciones de residuos de aminoéacidos: R248G y R251G. En ciertas realizaciones de la molécula citotéxica, el
polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende ambas de las siguientes sustituciones de residuos de
aminoacidos: R248G y R251G. En ciertas realizaciones de la molécula citotoxica, el polipéptido efector de la toxina
Shiga no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 1 que comprende ademas todas de las siguientes
sustituciones de residuos de aminoacidos: A246G, S247A, A253G y S254A. En ciertas realizaciones de la molécula
citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende todas de las siguientes sustituciones de residuos
de aminoacidos: A246G, S247A, A253G y S254A. En ciertas realizaciones de la molécula citotdxica, el polipéptido
efector de la toxina Shiga no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 1 que comprende ademas todas de
las siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos: A246G, S247A, R248G, R251G, A253G y S254A. En
ciertas realizaciones de la molécula citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende todas de las
siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos: A246G, S247A, R248G, R251G, A253G, y S254A. En ciertas
realizaciones de la molécula citotéxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no consiste en el polipéptido
mostrado en SEQ ID NO: 2 que comprende ademas la delecién de la region situada originalmente en 247-252. En
ciertas realizaciones de la molécula citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende un polipéptido
efector de la toxina Shiga que comprende la delecion de la region situada originalmente en 247-252. En ciertas
realizaciones de la molécula citotdxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no consiste en el polipéptido
mostrado en SEQ ID NO: 2 que comprende ademas ambas de las siguientes deleciones: 245-247 y 253-255. En
ciertas realizaciones de la molécula citotéxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende ambas de las
siguientes deleciones: 245-247 y 253-255.

La molécula dirigida a células citotoxica de la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones
comprende 1) una region de unién heteréloga capaz de unirse especificamente a al menos una biomolécula diana
extracelular, 2) un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende una regién del fragmento Al la toxina Shiga
que tiene un extremo carboxi terminal y un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la
region del fragmento Al, y 3) un resto molecular que tiene una masa de al menos 1,5 kDa y esta asociado con el
extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga; y la molécula dirigida a células citotoxica es
capaz de mostrar una citotoxicidad equivalente a la citotoxicidad de una segunda molécula dirigida a células que
consiste en la molécula dirigida a células, excepto por el polipéptido efector de la toxina Shiga que consiste en un
polipéptido Al de toxina Shiga de tipo salvaje. Esto significa que la segunda molécula dirigida a células comprende
la misma region de unién y el mismo resto molecular que la molécula dirigida a células de la invencion, citotoxica,
pero en lugar de comprender el mismo polipéptido efector de la toxina Shiga, la segunda molécula dirigida a células
comprende un polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje que comprende una region del fragmento Al de
la toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal y un sitio de escision por furina de tipo salvaje en el extremo
carboxi terminal de la region del fragmento Al del polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salavaje; en el que el
resto molecular esta asociado con el extremo carboxi terminal del polipéptido Al de la toxina Shiga de tipo salvaje
con la misma asociacién que en la primera molécula dirigida a células. En ciertas realizaciones de la molécula
dirigida a células de la invencion, citotoxica, el resto molecular cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la
region del fragmento Al. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencién, citotdxica, la
region de unién cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al. En ciertas
realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencion, citotdxica, el resto molecular comprende
la regién de union. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencién, citotoxica, el resto
molecular comprende un péptido y/o polipéptido derivado del fragmento A2 de la toxina Shiga de una toxina Shiga
de origen natural. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencion, citotoxica, la
region de union comprende un polipéptido que comprende una regién de unién de tipo inmunoglobulina. En ciertas
realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencién, citotdxica, la regién de unién de tipo
inmunoglobulina se selecciona entre el grupo que consiste en: fragmento de anticuerpo de un solo dominio (sdAb),
nanoanticuerpo, dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un camélido (fragmento VuH), dominio de
anticuerpo de cadena pesada derivado de un pez cartilaginoso, nuevo receptor de antigeno de inmunoglobulina
(IgNAR), fragmento Vnar, fragmento variable de cadena Unica (scFv), fragmento de anticuerpo variable (Fv),
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fragmento de una regién determinante de complementariedad 3 (CDR3), polipéptido FR3-CDR3-FR4 (FR3-CDR3-
FR4) restringido, fragmento Fd, fragmento de unién a antigeno (Fab), 10° dominio de tipo Il de fibronectina derivado
de fibronectina (10Fn3), dominio de tipo Ill de tenascina, dominio del motivo de repeticién de anquirina, dominio A
derivado de receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR-A), lipocalina (anticalinas), dominio Kunitz, dominio Z
derivado de Proteina A, dominio derivado de cristalina gamma B, dominio derivado de ubiquitina, polipéptido
derivado de Sac7d (affitinas), dominio SH2 derivado de Fyn, miniproteina, andamios estructurales de dominio del
tipo lectina de tipo C, mimético de anticuerpo manipulado y cualquier homoélogo genéticamente manipulado de
cualquiera de los anteriores que retienen la funcionalidad de unién. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a
células de la invencion, citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga esta unido al resto molecular por al menos
un enlace covalente que no es un enlace disulfuro. En ciertas realizaciones adicionales, el resto molecular
comprende al menos un residuo de aminoacido fusionado al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la
toxina Shiga. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencién, citotoxica, el resto
molecular comprende un polipéptido fusionado al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga
para formar un Unico polipéptido continuo. Para ciertas realizaciones, tras la administracién de la molécula dirigida a
células de la invencion, citotoxica, a dos poblaciones diferentes de tipos de células que se diferencian con respecto a
la presencia o el nivel de una biomolécula diana extracelular, la molécula dirigida a células es capaz de causar la
muerte celular de los tipos de células acopladas fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la regién de
union de la molécula dirigida a células en una CDso que es al menos tres veces menor que el CDso observado para
tipos de células que no se acoplan fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la regién de unién de la
molécula dirigida a células. Para ciertas realizaciones, tras la administraciéon de la molécula dirigida a células de la
invencion, citotdxica, a una primera poblacion de células cuyos miembros estan acoplados fisicamente a
biomoléculas diana extracelulares de la region de unién de la molécula dirigida a células, y a una segunda poblacién
de células cuyos miembros no estan acoplados fisicamente a ninguna biomolécula diana extracelular de la regién de
union, el efecto citotdxico de la molécula dirigida a células a los miembros de dicha primera poblacién de células con
respecto a los miembros de dicha segunda poblacion de células es al menos 3 veces mayor. Para ciertas
realizaciones, tras la administracion de la molécula dirigida a células de la invencion, citotoxica, a una primera
poblacién de células cuyos miembros estan acoplados fisicamente a una cantidad significativa de la biomolécula
diana extracelular de la regién de unién de la molécula dirigida a células, y a una segunda poblacién de las células
cuyos miembros no estan acoplados fisicamente a una cantidad significativa de alguna biomolécula diana
extracelular de la regién de union, el efecto citotoxico de la molécula dirigida a células a los miembros de dicha
primera poblacion de células con respecto a los miembros de dicha segunda poblacion de células es al menos 3
veces mayor. Para ciertas realizaciones, tras la administracion de la molécula dirigida a células de la invencion,
citotdxica, a una primera poblacion de células positivas de biomolécula diana y una segunda poblacién de células
cuyos miembros no expresan una cantidad significativa de una biomolécula diana de la region de unién de la
molécula dirigida a células en una superficie celular, el efecto citotoxico de la molécula dirigida a células a los
miembros de la primera poblacién de células con respecto a los miembros de la segunda poblacion de células es al
menos 3 veces mayor. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencion,
citotoxica, la regién de unién es capaz de unirse a la biomolécula diana extracelular seleccionada del grupo que
consiste en: CD20, CD22, CD40, CD79, CD25, CD30, HER2/neu/ErbB2, EGFR, EpCAMs (por ejemplo, EGP-2,
EGP-40), EphB2, antigeno de membrana especifico de la préstata, Cripto, endoglina, proteina activada por
fibroblastos, Lewis-Y, CD19, CD21, CS1/SLAMF7, CD33, CD52, CD133, CEA, gpA33, mucina, TAG-72, anhidrasa
carbodnica IX, proteina de union a folato, gangliésido GD2, gangliésido GD3, gangliésido GM2, gangliésido Lewis-Y2,
VEGFR, Alfa Vbeta3, Alfa5betal, ErbB1/EGFR, Erb3, c-MET, IGF1R, EphA3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, RANKL, FAP,
tenascina, CD64, mesotelina, BRCA1l, MART-1/MelanA, gpl00, tirosinasa, proteina relacionada con la tirosinasa
humana 1 (TYRP1), proteina humana relacionada con tirosinasa 2, TRP -1, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, GAGE-1/2,
BAGE, RAGE, NY-ESO-1, CDK-4, beta-catenina, MUM-1, caspasa-8, KIAA0205, HPVE6, SART-1, PRAME,
antigeno carcinoembrionario, antigeno especifico de prostata, antigeno de células madre de préstata, aspartil
(asparaginil) beta-hidroxilasa humano, EphA2, HER3/ErbB-3, MUC1, MART-1/MelanA, gp100, antigeno asociado a
tirosinasa, HPV-E7, antigeno del virus de Epstein-Barr, Bcr-Abl, antigeno de alfa-fetoproteina, 17-Al, antigeno de
tumor de vejiga, CD38, CD15, CD23, CD52, CD133, CD53, CD88, CD129, CD183, CD191, CD193, CD244, CD294,
CD305, C3AR, FceRla, galectina-9, mrp-14, Siglec-8, Siglec-10, CD49d, CD13, CD44, CD54, CD63, CD69, CD123,
TLR4, FceRla, IgE, CD107a, CD203c, CD14, CD68, CD80, CD86, CD105, CD115, F4/80, ILT-3, galectina-3, cD1la-
¢, GITRL, MHC Clase Il, CD284-TLR4, CD107-Mac3, CD195-CCR5, HLA-DR, CD16/32, CD282-TLR2, CD11c y
cualquier fragmento inmunogénico de cualquiera de los anteriores. En ciertas realizaciones adicionales de la
molécula dirigida a células de la invencion, citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga comprende o consiste
esencialmente en el polipéptido mostrado en una cualquiera de SEQ ID NOs: 4-49. En ciertas realizaciones
adicionales, la molécula dirigida a células de la invencion, citotéxica, comprende o consiste esencialmente en el
polipéptido mostrado en una cualquiera de SEQ ID NOs: 50-61. En ciertas realizaciones adicionales, la molécula
dirigida a células de la invencion comprende ademas un motivo sefial de retencion/recuperacién de reticulo
endoplasmico carboxi terminal de un miembro de la familia KDEL ('KDEL' descrito como SEQ ID NO: 62). En ciertas
realizaciones adicionales, la molécula dirigida a células de la invencibn comprende el motivo sefial de
retencion/recuperacion de reticulo endoplasmico carboxi terminal seleccionado del grupo que consiste en: KDEL
(SEQ ID NO: 62), HDEF (SEQ ID NO: 63), HDEL (SEQ ID NO: 64), RDEF (SEQ ID NO: 65), RDEL (SEQ ID NO: 66),
WDEL (SEQ ID NO: 67), YDEL (SEQ ID NO: 68), HEEF (SEQ ID NO: 69), HEEL (SEQ ID NO: 70), KEEL (SEQ ID
NO: 71), REEL (SEQ ID NO: 72), KAEL (SEQ ID NO: 73), KCEL (SEQ ID NO: 74), KFEL (SEQ ID NO: 75), KGEL
(SEQ ID NO: 76), KHEL (SEQ ID NO: 77), KLEL (SEQ ID NO: 78), KNEL (SEQ ID NO: 79), KQEL (SEQ ID NO: 80),
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KREL (SEQ ID NO: 81), KSEL (SEQ ID NO: 82), KVEL (SEQ ID NO: 83), KWEL (SEQ ID NO: 84), KYEL (SEQ ID
NO: 85), KEDL (SEQ ID NO: 86), KIEL (SEQ ID NO: 87), DKEL (SEQ ID NO: 88), FDEL (SEQ ID NO: 89), KDEF
(SEQ ID NO: 90), KKEL (SEQ ID NO: 91), HADL (SEQ ID NO: 92), HAEL (SEQ ID NO: 93), HIEL (SEQ ID NO: 94),
HNEL (SEQ ID NO: 95), HTEL (SEQ ID NO: 96), KTEL (SEQ ID NO: 97), HVEL (SE Q ID NO: 98), NDEL (SEQ ID
NO: 99), QDEL (SEQ ID NO: 100), REDL (SEQ ID NO: 101), RNEL (SEQ ID NO: 102), RTDL (SEQ ID NO: 103),
RTEL (SEQ ID NO: 104), SDEL (SEQ ID NO: 105), TDEL (SEQ ID NO: 106) y SKEL (SEQ ID NO: 107). En ciertas
realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencion, citotoxica, la molécula dirigida a células es
capaz de mostrar una tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la segunda molécula dirigida a células. En
ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencion, el polipéptido efector de la toxina
Shiga comprende una mutacién con relacion a una subunidad A de origen natural de un miembro de la familia de
toxinas Shiga que reduce o elimina la actividad enzimatica del polipéptido efector de la toxina Shiga, pero no reduce
el direccionamiento subcelular al citosol de al menos una parte del polipéptido efector de la toxina Shiga por debajo
del nivel de direccionamiento subcelular de un polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje. En ciertas
realizaciones, la molécula dirigida a células de la presente invencién no comprende una region de union carboxi
terminal que comprende un fragmento de un receptor de superficie celular inmune. En ciertas realizaciones de la
molécula dirigida a células de la presente invencion, la regién de unién no comprende un fragmento de un coreceptor
de la superficie celular humana. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la presente
invencion, la regién de uniéon no comprende un fragmento de CD4 humana, una glicoproteina transmembrana de
tipo-1. En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células de la presente invencién no comprende un polipéptido
efector de la toxina Shiga que comprende los aminoacidos 1-247 de la SEQ ID NO: 2, 45-247 de la SEQ ID NO: 2,
y/o 75-247 de la SEQ ID NO: 2 fusionados a una regién de union carboxi terminal que comprende un fragmento de
CD4 humana que corresponde a los residuos de aminoacidos 19-183.

En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células de la presente invencion, citotdxica, tal como se define en las
reivindicaciones, comprende 1) una regién de unién capaz de unirse especificamente a al menos una biomolécula
diana extracelular; 2) un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende una regién del fragmento Al de la
toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal y un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi
temrinal de la regién del fragmento Al;y 3) un resto molecular asociado con el extremo carboxi terminal del
polipéptido efector de la toxina Shiga; y en el que la molécula dirigida a células, citotdxica, es capaz de mostrar una
tolerancia in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de una segunda molécula dirigida a células
gue consiste en la molécula dirigida a células, excepto por el polipéptido efector de la toxina Shiga que consiste en
un polipéptido Al de la toxina Shiga de tipo salvaje. Esto significa que la segunda molécula dirigida a células
comprende la misma region de unién y el mismo resto molecular que la molécula dirigida a células de la invencion,
citotdxica, pero en lugar de comprender el mismo polipéptido efector de la toxina Shiga, la segunda molécula dirigida
a células comprende un polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje que comprende una regién del
fragmento Al de la toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal y un sitio de escisién por furina de tipo salvaje
en el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al del polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo
salvaje; en el que el resto molecular asociado con el extremo carboxi terminal del polipéptido Al de la toxina Shiga
de tipo salvaje con la misma asociacion que en la primera molécula dirigida a células. En ciertas realizaciones de la
molécula dirigida a células de la invencidn, citotdxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no es citotdxico y el
resto molecular es toxico. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencion, citotoxica, el
resto molecular cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la regiéon del fragmento Al. En ciertas
realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencién, citotoxica, la regiéon de unién cubre estéricamente el
extremo carboxi temrinal de la regién del fragmento Al. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de
la invencion, citotéxica, el resto molecular comprende la regién de unién. En ciertas realizaciones de la molécula
dirigida a células de la invencion, citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga esta unido al resto molecular por
al menos un enlace covalente que no es un enlace disulfuro. En ciertas realizaciones adicionales, el resto molecular
comprende al menos un residuo de aminoacido fusionado al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la
toxina Shiga. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencién, citotoxica, el resto
molecular comprende un polipéptido fusionado al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga
para formar un Unico polipéptido continuo. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la invencién,
citotdxica, el resto molecular comprende un péptido y/o polipéptido derivado del fragmento A2 de la toxina Shiga de
una toxina Shiga de origen natural. Para ciertas realizaciones adicionales, tras la administracién de la molécula
dirigida a células de la invencion, citotéxica, a dos poblaciones diferentes de tipos de células que se diferencian con
respecto a la presencia o el nivel de una biomolécula diana extracelular, la molécula dirigida a células es capaz de
causar la muerte celular de los tipos de células acoplados fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la
region de union de la molécula dirigida a células en una CDsoque es al menos tres veces menor que el
CDso observado para tipos de células que no se acoplan fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la
regién de union de la molécula dirigida a células. Para ciertas realizaciones, tras la administracién de la molécula
dirigida a células de la invencion, citotdxica, a una primera poblacion de células cuyos miembros estan acoplados
fisicamente a biomoléculas diana extracelulares de la region de unién de la molécula dirigida a células, y a una
segunda poblacion de células cuyos miembros estan no acoplados fisicamente a ninguna biomolécula diana
extracelular de la region de union, el efecto citotoxico de la molécula dirigida a células a los miembros de dicha
primera poblacion de células con respecto a los miembros de dicha segunda poblaciéon de células es al menos 3
veces mayor. Para ciertas realizaciones, tras la administracion de la molécula dirigida a células de la invencion,
citotéxica, a una primera poblaciéon de células cuyos miembros estan acoplados fisicamente a una cantidad
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significativa de la biomolécula diana extracelular de la regiéon de unién de la molécula dirigida a células, y a una
segunda poblacion de las células cuyos miembros no estan acoplados fisicamente a una cantidad significativa de
cualquier biomolécula diana extracelular de la regiéon de unién, el efecto citotoxico de la molécula dirigida a células a
los miembros de dicha primera poblacién de células con respecto a los miembros de dicha segunda poblacion de
células es al menos 3 veces mayor. Para ciertas realizaciones, tras la administracion de la molécula dirigida a
células citotéxica de la invencion a una primera poblacion de células positivas de la biomolécula diana, y a una
segunda poblacién de células cuyos miembros no expresan una cantidad significativa de una biomolécula diana de
la regiéon de unién de la molécula dirigida a células en una superficie celular, el efecto citotéxico de la molécula
dirigida a células a los miembros de la primera poblaciéon de células con respecto a los miembros de la segunda
poblacion de células es al menos 3 veces mayor. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la
invencion, citotdxica, la regiéon de unién comprende un polipéptido que comprende una region de union de tipo
inmunoglobulina. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células, citotdxica, de la invencién, la
region de unién de tipo inmunoglobulina se selecciona entre el grupo que consiste en: fragmento de anticuerpo de un
solo dominio (sdAb), nanoanticuerpo, dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un camélido (fragmento
VuH), dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un pez cartilaginoso, nuevo receptor de antigeno de
inmunoglobulina (IgNAR), fragmento Vnar, fragmento variable de cadena Unica (scFv), fragmento de anticuerpo
variable (Fv), fragmento de una region determinante de complementariedad 3 (CDR3), polipéptido FR3-CDR3-FR4
(FR3-CDR3-FR4) restringido, fragmento Fd, fragmento de uniéon a antigeno (Fab), 10° dominio de tipo Il de
fibronectina derivado de fibronectina (10Fn3), dominio de tipo Il de tenascina, dominio del motivo de repeticién de
anquirina, dominio A derivado de receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR-A), lipocalina (anticalinas),
dominio Kunitz, dominio Z derivado de Proteina A, dominio derivado de cristalina gamma B, dominio derivado de
ubiquitina, polipéptido derivado de Sac7d (affitinas), dominio SH2 derivado de Fyn, miniproteina, andamios
estructurales de dominio del tipo lectina de tipo C, mimético de anticuerpo manipulado y cualquier homologo
genéticamente manipulado de cualquiera de los anteriores que retienen la funcionalidad de unién. En ciertas
realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencidn, citotdxica, el polipéptido efector de la
toxina Shiga comprende o consiste esencialmente en el polipéptido mostrado en una cualquiera de SEQ ID NOs: 4-
49. En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a células de la invencion, citotoxica, el resto
molecular comprende al menos un residuo de aminoacido fusionado al extremo carboxi terminal del polipéptido
efector de la toxina Shigaa, ya sea directa o indirectamente. En ciertas realizaciones adicionales, la molécula dirigida
a células de la invencion, citotoxica, comprende o consiste esencialmente en el polipéptido mostrado en una
cualquiera de SEQ ID NOs: 50-61. En ciertas realizaciones adicionales, la molécula dirigida a células de la invencion
comprende ademas un motivo sefial de retencion/recuperacion de reticulo endoplasmico carboxi terminal de un
miembro de la familia KDEL ('KDEL' descrito como SEQ ID NO: 62). En ciertas realizaciones adicionales, la molécula
dirigida a células de la invencién comprende el motivo sefial de retencién/recuperacion de reticulo endoplasmico
carboxi terminal seleccionado del grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO: 62), HDEF (SEQ ID NO: 63), HDEL
(SEQ ID NO: 64), RDEF (SEQ ID NO: 65), RDEL (SEQ ID NO: 66), WDEL (SEQ ID NO: 67), YDEL (SEQ ID NO:
68), HEEF (SEQ ID NO: 69), HEEL (SEQ ID NO: 70), KEEL (SEQ ID NO: 71), REEL (SEQ ID NO: 72), KAEL (SEQ
ID NO: 73), KCEL (SEQ ID NO: 74), KFEL (SEQ ID NO: 75), KGEL (SEQ ID NO: 76), KHEL (SEQ ID NO: 77), KLEL
(SEQ ID NO: 78), KNEL (SEQ ID NO: 79), KQEL (SEQ ID NO: 80), KREL (SEQ ID NO: 81), KSEL (SEQ ID NO: 82),
KVEL (SEQ ID NO: 83), KWEL (SEQ ID NO: 84), KYEL (SEQ ID NO: 85), KEDL (SEQ ID NO: 86), KIEL (SEQ ID
NO: 87), DKEL (SEQ ID NO: 88), FDEL (SEQ ID NO: 89), KDEF (SEQ ID NO: 90), KKEL (SEQ ID NO: 91), HADL
(SEQ ID NO: 92), HAEL (SEQ ID NO: 93), HIEL (SEQ ID NO: 94), HNEL (SEQ ID NO: 95), HTEL (SEQ ID NO: 96),
KTEL (SEQ ID NO: 97), HVEL (SE Q ID NO: 98), NDEL (SEQ ID NO: 99), QDEL (SEQ ID NO: 100), REDL (SEQ ID
NO: 101), RNEL (SEQ ID NO: 102), RTDL (SEQ ID NO: 103), RTEL (SEQ ID NO: 104), SDEL (SEQ ID NO: 105),
TDEL (SEQ ID NO: 106) y SKEL (SEQ ID NO: 107). En ciertas realizaciones adicionales de la molécula dirigida a
células de la invencion, citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga comprende una mutacién con relacion a la
subunidad A de origen natural de un miembro de la familia de toxinas Shiga que reduce o elimina la actividad
enzimatica del polipéptido efector de la toxina Shiga, pero no reduce el direccionamiento subcelular al citosol de al
menos una parte del polipéptido efector de la toxina Shiga por debajo del nivel de direccionamiento subcelular de un
polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células de la presente invencién, citotéxica, no comprende una
subunidad A de toxina Shiga de origen natural. En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células de la
invencion no comprende ningun polipéptido que comprenda o consista esencialmente en un dominio de unién
funcional de una subunida B de la toxina Shiga natural. Mas bien, en ciertas realizaciones de las moléculas dirigidas
a células de la invencion, las regiones derivadas de la subunidad A de la toxina Shiga estan asociadas
funcionalmente con regiones de union heteréloga para efectuar el direccionamiento celular.

En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células citotdxica de la presente invencién no comprende ningin
fragmento A2 de la toxina Shiga de un miembro de la familia de toxinas Shiga o un fragmento funcional de la
misma. En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células de la invencion no comprende, carboxi terminal del
motivo de escision por furina alterado, ninguna secuencia de aminoacidos de un fragmento A2 de la toxina Shiga
natural de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones, la molécula citotéxica de la presente invencién no comprende ningun fragmento A2 de la
toxina Shiga de un miembro de la familia de toxinas Shiga o un fragmento funcional de la misma. En ciertas
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realizaciones, la molécula citotoxica de la presente invencion no comprende, carboxi terminal del motivo de escisién
por furina alterado, ninguna secuencia de aminoacidos de un fragmento A2 de la toxina Shiga natural de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células de la presente invencion, citotoxica, el polipéptido efector
de la toxina Shiga no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 2 que comprende ademas ambas de las
siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos: R248H y R251H. En ciertas realizaciones de la molécula
dirigida a células citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende ambas de las siguientes
sustituciones de residuos de aminoacidos: R248H y R251H. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a
células, citotéxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 1
que comprende ademas ambas de las siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos: R248G y R251G. En
ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células, citotéxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no
comprende ambas de las siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos: R248G y R251G. En ciertas
realizaciones de la molécula dirigida a células, citotdxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no consiste en el
polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 1 que comprende ademas todas de las siguientes sustituciones de residuos de
aminoacidos: A246G, S247A, A253G y S254A. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células, citotdxica,
el polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende todas de las siguientes sustituciones de residuos de
aminoacidos: A246G, S247A, A253G y S254A. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células, citotoxica,
el polipéptido efector de la toxina Shiga no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 1 que comprende
ademas todas de las siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos: A246G, S247A, R248G, R251G, A253G y
S254A. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células, citotdxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga
no comprende la totalidad de las siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos: A246G, S247A, R248G,
R251G, A253G, y S254A. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células, citotoxica, el polipéptido efector
de la toxina Shiga no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 2 que comprende ademas la delecion de la
region situada originalmente en 247-252. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células citotdxica, el
polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende la
delecion de la region situada originalmente en 247-252. En ciertas realizaciones de la molécula dirigida a células,
citotdxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no consiste en el polipéptido mostrado en SEQ ID NO: 2 que
comprende ademas ambas de las siguientes deleciones: 245-247 y 253-255. En ciertas realizaciones de la molécula
dirigida a células, citotoxica, el polipéptido efector de la toxina Shiga no comprende ambas de las siguientes
deleciones: 245-247 y 253-255.

La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula de la
invencién y al menos un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable;y el uso de dicha molécula o una
composicion que la comprende en la fabricacion de tales composiciones farmacéuticas y en procedimientos de la
invencion, tal como se describe adicionalmente en este documento. En ciertas realizaciones de la presente invencién
se encuentran composiciones farmacéuticas que comprenden cualquier molécula citotéxica de la presente invencion
y al menos un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Mas alla de las moléculas de la presente invencion, los polinucleétidos capaces de codificar cualquiera de los
anteriores, por ejemplo, un polipéptido que comprende un polipéptido o proteina efectora de la toxina Shiga
resistente a la escision por proteasa de una molécula de la presente invencién, estan dentro del alcance de la
presente descripcién, asi como vectores de expresion que comprenden un polinucleétido de la descripcién y células
huésped que comprenden un vector de expresion de la descripcién. Las células huésped que comprenden un vector
de expresion se pueden usar, por ejemplo, en procedimientos para la producciéon de una molécula de la invencion
(por ejemplo, polipéptido o proteina), o un componente de polipéptido o fragmento del mismo, mediante la expresién
recombinante.

La presente invencién también abarca cualquier composicion de materia de la presente invencion que se inmoviliza
sobre un sustrato solido, tal como se define en las reivindicaciones. Dichas disposiciones de las composiciones de
materia de la presente invencidn se pueden utilizar, por ejemplo, en procedimientos de cribado de moléculas tal
como se describe en el presente documento.

La presente invencion se dirige a una variedad de procedimientos, tal como se definen en las reivindicaciones, que
utilizan una composicién de materia de la invencién. La descripcion también proporciona procedimientos que crean
una composicion de materia de la invencion.

En ciertas realizaciones de la presente descripcion esta un procedimiento para mejorar la tolerancia in vivo y/o la
estabilidad in vitro de una molécula que comprende 1) un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende una
regiéon del fragmento Al de la toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal y un sitio de escisién por furina
proximal al extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al, y 2) un resto molecular heterélogo asociado con
el extremo carboxilo terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga y que comprende una region de unién capaz
de unirse especificamente a al menos una biomolécula diana extracelular; comprendiendo el procedimiento la etapa
de alterar un motivo de escisién por furina que comprende el sitio de escision por furina. En ciertas realizaciones de
este procedimiento, la etapa de alterar implica crear una mutacion, truncamiento y/o modificacion de grupo funcional
de aminoéacido que reduce la sensibilidad a la escision por proteasa del extremo carboxilo terminal del polipéptido
efector de la toxina Shiga. En ciertas realizaciones de este procedimiento, el resto molecular heterélogo cubre
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estéricamente el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al. La presente invenciéon también abarca
cualquier molécula, tal como se define en las reivindicaciones, que se crea mediante este procedimiento que es
capaz de mostrar una tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con una molécula original que comprende un
motivo de escision por furina no alterado proximal al extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al.

En ciertas realizaciones de la presente descripcién esta un procedimiento para mejorar la tolerancia in vivo y/o
estabilidad in vitro de una molécula que comprende 1) un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende una
regiéon del fragmento Al de la toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal y un sitio de escisién por furina
proximal al extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al, y 2) un resto molecular heterélogo asociado con
el extremo carboxilo terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga y que es toxico; comprendiendo el
procedimiento la etapa de alterar un motivo de escisidn por furina que comprende el sitio de escision por furina. En
ciertas realizaciones de este procedimiento, la etapa de alterar implica crear una mutacién, truncamiento y/o
modificacién de grupo funcional de aminoacido que reduce la sensibilidad de escision por proteasa del extremo
carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga. En ciertas realizaciones de este procedimiento, el resto
molecular heterélogo cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al. La presente
invencion también abarca cualquier molécula, tal como se define en las reivindicaciones, que se crea mediante este
procedimiento que es capaz de mostrar una tolerabilidad in vivo mejorada en comparacion con una molécula original
que comprende un motivo de escisién por furina no alterado proximal al extremo carboxi terminal de la region del
fragmento Al.

Entre ciertas realizaciones de la presente invencion esta un procedimiento in vitro de eliminacion de una célula, que
comprende la etapa de poner en contacto la célula con cualquiera de las moléculas dirigidas a células de la presente
invencion, citotoxicas, o la composicion farmacéutica de la presente invencion, tal como se define en las
reivindicaciones. La etapa de poner en contacto la célula o células se produce in vitro. En realizaciones adicionales
de los procedimientos de eliminacién de células, el procedimiento es capaz de eliminar selectivamente una célula o
células (s) y/o tipos de células preferentemente sobre otra célula o células y/o tipos de células cuando se pone en
contacto con una mezcla de células que se diferencian con respecto a la presencia extracelular y/o nivel de
expresion de una biomolécula diana extracelular de la regién de union de la proteina.

La presente invencion proporciona ademas una molécula dirigida a células o composicién farmacéutica, citotoxica,
tal como se define en las reivindicaciones, para su uso en el tratamiento de enfermedades, trastornos y/o afecciones
en los pacientes. En ciertas realizaciones, la enfermedad, trastorno o afeccion a tratar usando la invencién se
selecciona de: un cancer, tumor, anormalidad de crecimiento, trastorno inmunitario o infeccién microbiana. En ciertas
realizaciones, el cancer a tratar se selecciona del grupo que consiste en: cancer de hueso, cancer de mama, cancer
del sistema nervioso central/periférico, cancer gastrointestinal, cancer de células germinales, cancer glandular,
cancer de cabeza-cuello, cancer hematoldgico, cancer de rifién-tracto urinario, cancer de higado, cancer de
pulmén/pleura, cancer de préstata, sarcoma, cancer de piel y cancer de Utero. En ciertas realizaciones, el trastorno
inmunitario a tratar es un trastorno inmunitario asociado con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste
en: amiloidosis, espondilitis anquilosante, asma, enfermedad de Crohn, diabetes, rechazo de injerto, enfermedad de
injerto contra huésped, tiroiditis de Hashimoto, sindrome urémico hemolitico, enfermedad relacionada con el VIH,
lupus eritematoso, esclerosis mdltiple, poliarteritis, psoriasis, artritis psoriasica, artritis reumatoide, esclerodermia,
choque séptico, sindrome de Sjogren, colitis ulcerosa, y vasculitis.

Entre ciertas realizaciones de la presente invencién estd una composicion que comprende una molécula de la
invencion (por ejemplo, polipéptido o proteina), compuesto que comprende una molécula de la invencién, o una
composicion de la invencion (por ejemplo, composicién farmacéutica), tal como se define en las reivindicaciones,
para su uso en el tratamiento o la prevenciéon de un cancer, trastorno inmunitario o infeccién microbiana. Entre
ciertas realizaciones de la presente invencion estd el uso de un compuesto (por ejemplo, proteina) o una
composicion de la invencion, tal como se define en las reivindicaciones, en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento o la prevencidn de un cancer, tumor, trastorno inmunitario o infeccién microbiana.

Ciertas realizaciones de las moléculas de la presente invencion se pueden usar para introducir uno 0 mas materiales
exogenos adicionales en una célula acoplada fisicamente con una biomolécula diana extracelular de la molécula de
la presente invencion. Adicionalmente, la presente descripcidon proporciona un procedimiento para introducir el
material exégeno en el interior de una célula o células que comprende poner en contacto la célula o células in vitro
con una molécula, composicion farmacéutica y/o composiciéon de diagndstico de la presente invencion. La presente
descripcion proporciona ademas un procedimiento para la introduccién de material exdgeno al interior de una célula
0 células en un paciente en necesidad del mismo, comprendiendo el procedimiento la etapa de administrar al
paciente una molécula de la presente invencion, en el que la célula o células diana estan acopladas fisicamente con
una biomolécula diana extracelular de la molécula de la presente invencion.

El uso de cualquier molécula dirigida a células, citotdxica, una composicion farmacéutica, o composicion de
diagnostico, tal como se define en las reivindicaciones, para el diagnéstico in vitro, el pronéstico y/o caracterizacion
de una enfermedad, trastorno y/o afeccion esta dentro de la alcance de la presente invencién. Entre ciertas
realizaciones de la presente invencidon esta una composicion farmacéutica, tal como se define en las
reivindicaciones, para su uso en el tratamiento o la prevencion de un cancer, tumor o trastorno inmunitario. Entre
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ciertas realizaciones de la presente invencién esta el uso de una composicién farmacéutica, tal como se define en
las reivindicaciones, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de un cancer, tumor, o
trastorno inmunitario.

Entre ciertas realizaciones de la presente invencién estd una composicién de diagnéstico que comprende una
molécula dirigida a células, citotoxica, tal como se define en las reivindicaciones, y un agente promotor de la
deteccién para la recogida de informacion, tal como informacion util para el diagndstico sobre un tipo de célula,
tejido, érgano, enfermedad , trastorno, condicién y/o paciente.

Entre ciertas realizaciones de la presente descripcion esta el procedimiento de deteccion de una célula utilizando
una molécula y/o composicion de diagnoéstico de la invencién que comprende las etapas de poner en contacto una
célula con dicha molécula y/o composicion de diagnoéstico y detectar la presencia de dicha molécula y/o composicién
de diagnéstico. En ciertas realizaciones, la etapa de poner en contacto la célula o células se produce in vitro. En
ciertas realizaciones, la etapa de poner en contacto la célula o células se produce in vivo. En ciertas realizaciones, la
etapa de deteccidn de la célula o células se produce in vitro. En ciertas realizaciones, la etapa de deteccion de la
célula o células se produce in vivo.

Por ejemplo, la descripcion proporciona el uso de una composicion de diagnostico de la invencién para detectar una
célula in vivo mediante la administracion a un sujeto mamifero de una composicion que comprende la molécula de la
presente invencion que comprende un agente promotor de la deteccién y detectar la presencia de la molécula de la
presente invencién, ya sea in vitro o in vivo. La informacién recogida puede considerar la presencia de una célula
acoplada fisicamente con una diana extracelular de la region de unién de la molécula de la presente invencién y
puede ser (til en el diagndstico, el pronoéstico, la caracterizacion y/o el tratamiento de una enfermedad, trastorno o
afeccion. Ciertos compuestos (por ejemplo, polipéptidos y proteinas), composiciones (por ejemplo, composiciones
farmacéuticas), y los procedimientos de la invencidn pueden ser usados para determinar si un paciente pertenece a
un grupo que responde a una composicion farmacéutica de la invencién.

Entre ciertas realizaciones de la presente descripcion estan kits que comprenden una composicion de materia de la
presente descripcién y, opcionalmente, instrucciones de uso, reactivo o reactivos adicionales, y/o un dispositivo o
dispositivos de administracion farmacéutica.

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencién se entenderan mejor con respecto a la
siguiente descripcion, reivindicaciones adjuntas y las figuras que se acompafian. En el grado permitido por las
reivindicaciones, los elementos mencionados anteriormente de la invencion pueden combinarse o eliminarse
libremente con el fin de realizar otras realizaciones de la invencidn de forma individual, sin ninguna declaracion de
oposicion a dicha combinacion o eliminacion en lo sucesivo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra la disposicion general de ciertas moléculas de ejemplo de la invencién, comprendiendo cada
una un polipéptido efector de la subunidad A de toxina Shiga resistente a la escisién por proteasa. Ciertas moléculas
de ejemplo de la invencién comprenden un polipéptido efector de la subunidad A de toxina Shiga resistente a la
escisién por proteasa asociado, proximal a su extremo carboxilo terminal, con un resto molecular. El "N" y "C"
indican un extremo amino terminal y carboxi terminal, respectivamente, de un componente de polipéptido de la
molécula.

La Figura 2 muestra la resistencia de la escision por furina de la molécula dirigida a células, citotéxica, de ejemplo
(SLT-1A-FR::scFv-1), que comprende un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende un motivo de escision
por furina alterado, en comparaciéon con una molécula dirigida a células, citotoxica, casi diéntica que comprende un
polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende un sitio de escisiéon por furina de tipo salvaje. La Figura 2
muestra un gel de poliacrilamida tefiido con Coomassie después de la electroforesis de muestras de proteinas
tratadas con furina humana, purificada, recombinante o varias condiciones de control negativo. Los carriles del gel
estan numerados y la leyenda de la figura indica las condiciones de pretratamiento de cada muestra de molécula
dirigida a células antes de la carga de muestra al gel: la temperatura en grados Celsius (°C), la duracion del
pretratamiento en horas (indicado por "horas"), y si se afiadioé cualquier furina indicando la cantidad de unidades de
actividad furina (U) por microgramo (ug) de proteina citotoxica de la muestra (etiquetado "U/ug de furina") o "sin
furina" para cero U/ug de furina. El carril marcado con "L" muestra el patrén de migraciéon de una escalera de pesos
moleculares de proteina y el tamafio aproximado de cada banda de proteinas en la escalera esta marcado en
kilodaltons (kDa). La leyenda de la figura indica que el polipéptido efector de la toxina Shiga estaba presente en cada
muestra de molécula dirigida a células por carril, ya sea 1) un sitio de escisién por furina de tipo salvaje (WT) 0 2) un
motivo de escisién por furina alterado (FR). Las muestras tratadas se sometieron a 0,5 unidades de actividad de
furina por microgramo de la molécula dirigida a células (U/ug de furina) a 30°C durante 25 horas (h). La Figura 2
muestra que SLT-1A-FR::scFv-1 fue resistente a 0,5 unidades de actividad de furina por microgramo de SLT-1A-
FR::scFv-1 a 30°C.

La Figura 3 muestra la resistencia a la furina a multiples temperaturas de la molécula dirigida a células, citotoxica,
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de ejemplo (SLT-1A-FR::scFv-2), que comprende un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende un motivo
de escision por furina alterado. La Figura 3 muestra un gel de poliacrilamida tefiido con Coomassie después de la
electroforesis de muestras de proteinas tratadas con furina humana, purificada, recombinante o sin furina. Los
carriles del gel estan numerados y la leyenda de la figura indica las condiciones de pretratamiento de cada muestra
de molécula dirigida a células antes de la carga de muestra al gel: la temperatura en grados Celsius (°C), la duracién
del pretratamiento en horas (indicado por "horas"), y si se afiadié cualquier furina indicando la cantidad de unidades
de actividad furina por microgramo de proteina citotoxica de la muestra (etiquetado "U/ug de furina™) o "sin furina"
para cero U/ug de furina. El carril marcado con "L" muestra el patron de migracién de una escalera de pesos
moleculares de proteina y el tamafio aproximado de cada banda de proteinas en la escalera esta marcado en
kilodaltons (kDa). La Figura 3 muestra que SLT-1A-FR::scFv-2 fue resistente a 0,5 unidades de actividad de furina
por microgramo de SLT-1A-FR::scFv-2 a temperaturas comprendidas entre 4°C a 37°C.

La Figura 4 muestra graficamente que la molécula dirigida a células, citotéxica, resistente a la escision por proteasa,
de ejemplo SLT-1A-FR:scFv-1 mostro citotoxicidad dirigida por células comparable a una molécula dirigida a
células, citotoxica, casi idéntica que comprende un polipéptido efector de la toxina Shiga con un sitio de escisién por
furina de tipo salvaje. El porcentaje de viabilidad de células positivas diana se represento sobre el logaritmo en base
10 de la concentracién de molécula dirigida a células administrada a las células.

La Figura 5 muestra graficamente que muestra graficamente que la molécula dirigida a células, citotoxica, resistente
a la escision por proteasa, de ejemplo SLT-1A-FR::scFv-1 mostré citotoxicidad no dirigida comparable a una
molécula dirigida a células, citotoxica, casi idéntica que comprende un polipéptido efector de la toxina Shiga con un
sitio de escision por furina de tipo salvaje. SLT-1A-FR::scFv-1 también mostro citotoxicidad no dirigida comparable a
una construcion de subunidad A de la toxina Shiga de tipo salvaje no dirigida. El porcentaje de viabilidad de las
células negativas diana se representd sobre el logaritmo en base 10 de la concentracion de molécula dirigida a
células administrada a las células.

La figura 6 muestra la mejora de la supervivencia de ratones administrados con dosis repetidas de SLT-Al-
FR::scFv-1 en comparacién con SLT-A1-WT::scFv-1. La Figura 6 muestra las representacions de supervivencia
Kaplan-Meier de los ratones administrados con 2,5 miligramos por kilogramo de masa corporal por inyeccion de
SLT-1A-WT::scFv-1 sensible a la escision por proteasa o la molécula dirigida a células, citotéxica, de ejemplo SLT-
1A-FR::scFv-1 para un total de tres inyecciones. El eje y es el porcentaje de supervivencia de los ratones dentro de
un grupo de dosificacion, y el eje x esta en dias. Los ratones mostraron una tolerabilidad superior a la la molécula
dirigida a células resistente a la escision por proteasa SLT-1A-FR::scFv-1 con el tiempo en comparacién con su
tolerabilidad de la SLT-1A-WT::scFv-1 sensible a la escision por proteasa.

La Figura 7 muestra que la molécula dirigida a células, citotéxica, de ejemplo, SLT-1A-FR::scFv-2 inhibio el
crecimiento de células tumorales humanas positivas de diana in vivo en un modelo de xenoinjerto murino de cancer
humano. La Figura 7 muestra la carga tumoral, tal como se ensay6é por bioluminiscencia, por ratén individual con el
tiempo basado en la expresién de un informador de luciferasa por las células tumorales humanas. Un ratdn individual
esta representado por cada simbolo representado en el grafico, es decir, triangulo abierto, triangulo relleno, circulo
abierto o cuadrado relleno. El eje Y es la sefial de bioluminiscencia total de un ratén individual, que representa la
carga tumoral, en millones de fotones por segundo (fotones/s), y el eje X es la dosis de inyeccién que varié de 0 a 2
miligramos de SLT 1A-FR::scFv-2 por kilogramo de masa corporal por inyeccién. Los cuatro grupos de dosis, eje X,
corresponden a cuatro grupos de ratones. El experimento incluyd cuatro grupos de diez ratones dividido por la dosis
de inyeccion de molécula dirigida a células citotoxica de ejemplo recibida: Grupo # 1 - ratones que recibieron cero
miligramos de SLT-1A-FR::scFv-2, Grupo # 2 - ratones que recibieron 0,05 miligramos de SLT-1A-FR::scFv-2 por
kilogramo de masa corporal, Grupo # 3 - ratones que recibieron 0,5 miligramos de SLT-1A-FR::scFv-2 por kilogramo
de masa corporal, y el Grupo # 4 - ratones que recibieron 2 miligramos de SLT-1A-FR::scFv-2 por kilogramo de
masa corporal. El experimento se llevd a cabo durante al menos 4 semanas. La Figura 7 muestra tanto la
dependencia con la dosificacion como con el tiempo de la inhibiciéon del crecimiento de células tumorales humanas
mostradas por la molécula dirigida a células, resistente a la escision por proteasa, citotoxica, de ejemplo SLT-1A-
FR:: scFv-2.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion se describe mas completamente en lo sucesivo usando realizaciones ilustrativas, no
limitantes, y las referencias a las figuras adjuntas. La presente invencién puede, sin embargo, realizarse de muchas
formas diferentes y no debe interpretarse como limitada a las realizaciones expuestas a continuacion. Mas bien,
estas realizaciones se proporcionan para que esta descripcion sea exhaustiva y transmita el alcance de la invencién
a los expertos en la técnica.

A fin de que la presente invencion pueda entenderse mas facilmente, ciertos términos se definen a continuacién. Se
pueden encontrar definiciones adicionales dentro de la descripcion detallada de la presente invencion.

Tal como se utiliza en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, los términos "un", "una" y "el/la"
incluyen tanto los referentes singular y plural, a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.
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Tal como se utiliza en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, el término "y/o" cuando se refiere a dos
especies, A y B, significa al menos uno de Ay B. Tal como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones
adjuntas, el término "y/0" cuando hace referencia a mas de dos especies, tales como A, B, y C, significa al menos
uno de A, B, o C, o al menos uno de cualquier combinacién de A, B, o C (con cada especie en posibilidad singular o
multiple).

A lo largo de esta memoria descriptiva, la palabra "comprender" o variaciones tales como "comprende" o "que
comprende" se entenderan que implican la inclusion de un nimero entero (0 componentes) o grupo de ndmeros
enteros (0 componentes) indicados, pero no la exclusién de cualquier otro nimero entero (0 componentes) 0 grupo
de nimeros enteros (0 componentes).

En toda esta memoria descriptiva, el término "que incluye" se usa para significar "que incluye, pero no limitado
a". "Que incluye" y "que incluye, pero no limitado a" se utilizan indistintamente.

El término "residuo de aminoacido" o "aminoéacido" incluye la referencia a un aminoacido que se incorpora en una
proteina, polipéptido o péptido. El término "polipéptido" incluye cualquier polimero de aminoacidos o residuos de
aminoacidos. El término "secuencia de polipéptido” se refiere a una serie de aminoacidos o residuos de aminoacidos
que componen fisicamente un polipéptido. Una "proteina" es una macromolécula que comprende una o mas
polipéptidos o “cadenas” de polipéptido. Un "péptido" es un pequefio polipéptido de tamafio de menos de un total de
15-20 residuos de aminoéacidos. El término "secuencia de aminoacidos" se refiere a una serie de aminoacidos o
residuos de aminoacidos que comprenden fisicamente un péptido o polipéptido dependiendo de la longitud. A menos
gue se indique lo contrario, las secuencias de polipéptidos y proteinas descritas en este documento se escriben de
izquierda a derecha representando su orden de un extremo amino terminal a un extremo carboxi terminal.

Los términos "aminoacido"”, "residuo de aminoacido”, "secuencia de aminoacidos”, o secuencias de polipéptidos
incluyen aminoacidos de origen natural (incluyendo isosteriomeros L y D) y, a menos que se limite de otro modo,
también incluyen analogos conocidos de aminoacidos naturales que pueden funcionar de una manera similar a los
aminoacidos de origen natural, tales como selenocisteina, pirrolisina, N-formilmetionina, gamma-carboxiglutamato,
hidroxiprolinahipusina, acido piroglutamico y selenometionina. Los aminoécidos referidos en este documento por
designaciones taquigraficas se indican 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 o aspartato Asp D
Cisteina Cys C
Acido glutamico o glutamato Glu E
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val V

La frase "sustitucion conservativa" con respecto a un polipéptido, se refiere a un cambio en la composicion de
aminoéacidos del polipéptido que no altera sustancialmente la funcién y la estructura del polipéptido general (véase
Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (WH Freeman and Company, Nueva York (22 ed., 1992)).

Tal como se usa en el presente documento, los términos "expresado”, "que expresa”, o "expresa", y las variantes
gramaticales de los mismos, se refieren a la traduccion de un polinucleétido o acido nucleico en un polipéptido o
proteina. Los polipéptidos o proteinas expresadas pueden permanecer intracelulares, convertirse en un componente
de la membrana de la superficie celular o secretarse en un espacio extracelular.
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Tal como se usa en el presente documento, las células que expresan una cantidad significativa de una biomolécula
diana extracelular al menos una superficie celular son "células positivas diana" o "células diana+" y son células
acopladas fisicamente a la biomolécula diana extracelular especificada.

Tal como se usa en el presente documento, el simbolo "a" es la abreviatura de una regién de unién de tipo
inmunoglobulina capaz de unirse a la biomolécula después del simbolo. El simbolo "o" se utiliza para referirse a la
caracteristica funcional de una regién de unién de tipo inmunoglobulina en base a su capacidad de unirse a la
biomolécula después del simbolo.

Para los propodsitos de la invencion reivindicada, el término "asociado" o "asociacién" con respecto a dos
componentes moleculares se refiere al estado de los dos componentes a unir, juntar, conectar, ligar o de otra
manera, acoplar para formar una sola molécula e incluye asociaciones covalentes y/o no covalentes.

Para los propositos de la presente invencion, el término "unido”" se refiere a dos o0 mas componentes moleculares
asociados con una 0 mas interacciones atémicas, de tal manera que se forma una sola molécula y en el que las
interacciones atémicas incluyen al menos un enlace covalente.

Para los propésitos de la presente invencion, el término "fusionado” se refiere a dos 0 mas componentes proteinicos
asociados por al menos un enlace covalente, que es un enlace peptidico. Ejemplos no limitantes de dos
componentes proteinicos fusionados incluyen, por ejemplo, un aminoacido, péptido o polipéptido fusionado a un
polipéptido mediante un enlace peptidico, de manera que la molécula resultante es un polipéptido Gnico continuo.

El simbolo "::" significa las regiones de polipéptidos antes y después de que se fusionen entre si para formar un
polipéptido continuo.

Para los propdsitos de la presente invencién, el término "efector" significa proporcionar una actividad bioldgica, tal
como citotoxicidad, sefializacién bioldgica, catdlisis enzimatica, ruta subcelular y/o unién intermolecular, que da lugar
al reclutamiento de un factor o factores y/o efecto o efectos alostéricos.

Para los propdsitos de la presente invencion, la frase "polipéptido efector de la toxina Shiga", "polipéptido efector de
la subunidad A de la toxina Shiga", "region efectora de la toxina Shiga" o "regién de polipéptido efector de la toxina
Shiga" se refiere a un polipéptido derivado de una subunidad A de la toxina Shiga de un miembro de la familia de
toxinas Shiga que es capaz de exhibir al menos una funcién de la toxina Shiga. Las funciones de la toxina Shiga
incluyen, por ejemplo, promover la entrada celular, deformar las membranas lipidicas, estimular la endocitosis
mediada por clatrina, dirigir su propio direccionamiento subcelular, dirigir su propio transporte retrégrado, evitar la
degradacion intracelular, inactivar cataliticamente los ribosomas, lograr la citotoxicidad y lograr efectos citostaticos.

Para los propésitos de la presente invencion, la frase "derivado de" significa que el polipéptido comprende
secuencias de aminoacidos halladas originalmente en una proteina y que ahora puede comprender adiciones,
deleciones, truncamientos, u otras alteraciones de la secuencia original de tal manera que la funcién y la estructura
general se conservan sustancialmente. El trabajador experto sera capaz de identificar la molécula original de la que
deriva una regién de polipéptido derivada utilizando técnicas conocidas en el sector, por ejemplo, software de
alineacion de secuencias de polipéptidos.

Para los propdsitos de la presente invencion, el término "fragmento de region Al de toxina Shiga" se refiere a una
region de polipéptido que consiste esencialmente en un fragmento Al de la toxina Shiga y/o derivado de un
fragmento Al de la toxina Shiga de una toxina Shiga.

Para los propésitos de la presente invencion, el término "heterélogo” significa de una fuente diferente que una
holotoxina Shiga, por ejemplo un resto molecular o polipéptido heterélogo es uno que no se encuentra de forma
nativa como parte de o unido a una subunidad A de origen natural de una toxina Shiga natural expresada por una
especie bacteriana de origen natural.

Para los propésitos de la presente invencion y con respecto a las asociaciones entre los componentes de una
molécula de la presente invencién, el término "enlace disulfuro” incluye enlaces disulfuro simétricos y enlaces
disulfuro asimétricos.

Para los propositos de la presente invencién, la frase "regién carboxi terminal de un fragmento Al de la toxina Shiga"
se refiere a una regién de polipéptido derivada de un fragmento Al de toxian Shiga de origen natural, comenzando la
regién con un residuo hidréfobo (por ejemplo, V236 de StxA-Al y SLT-1A1, y V235 de SLT-2A1) que va seguido por
un residuo hidréfobo y terminando la regién con el sitio de escisién por furina conservado entre polipéptidos de
fragmento Al de la toxina Shiga y terminando en la unién entre el fragmento Al y el fragmento A2 en subunidades A
de la toxina Shiga A nativas. Para los propésitos de la presente invencion, la region carboxi terminal de un fragmento
Al de toxina Shiga incluye una region de péptido derivada del extremo carboxi terminal de un polipéptido de
fragmento Al de la toxina Shiga, tal como, por ejemplo, una region de péptido que comprende o consiste
esencialmente en el extremo carboxi terminal de un fragmento Al de la toxina Shiga. Los ejemplos no limitantes de
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regiones peptidicas derivadas del extremo carboxi terminal de un fragmento Al de la toxina Shiga incluyen las
secuencias de residuos de aminoéacidos situadas originalmente desde la posicién 236 a la posicion 239, 240, 241,
242, 243, 244, 245, 246, 247, 248 , 249, 250, 0 251 en StxIA (SEQ ID NO: 2) o SLT-1A (SEQ ID NO: 1); y desde la
posicion 235 a la posicion 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 0 250 en SLT-2A (SEQ ID NO: 3).

Para los propositos de la presente invencion, el término "proximal” al extremo carboxi de un polipéptido de fragmento
Al con respecto a un resto molecular asociado se refiere a la distancia molecular de doce residuos de aminoacidos
0 menos del residuo de aminoéacido que define el dltimo residuo en la regién de polipéptido del fragmento Al.

Para los propésitos de la presente invencion, la frase "que cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la
region derivada del fragmento Al" incluye cualquier resto molecular de un tamafio de 4,5 kDa o mayor unido
covalentemente a un residuo de aminoacido en el extremo carboxi terminal de la region derivada del fragmento Al,
tal como, por ejemplo, el residuo de aminoacido derivado del residuo de aminoéacido situado originalmente en
cualquiera de las posiciones 236 a 251 en StxIA (SEQ ID NO: 2) o SLT-1A (SEQ ID NO: 1) o 235-250 en SLT-2A
(SEQ ID NO: 3). Para los propositos de la presente invencion, la frase "que cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién derivada del fragmento A1" también incluye cualquier resto molecular de un tamafio de 4,5 kDa
0 mayor unido covalentemente a un residuo de aminoacido en el extremo carboxi terminal de la regién derivada del
fragmento Al, tal como, por ejemplo, el residuo de aminoacido carboxi terminal al Gltimo aminoacido de la regién
derivada del fragmento Al o el polipéptido efector de la toxina Shiga. Para los propésitos de la presente invencion, la
frase "que cubre estéricamente el extremo carboxi temrinal de la regién derivada del fragmento A1" también incluye
cualquier resto molecular de un tamafio de 4,5 kDa o mayor que previene fisicamente el reconocimiento celular del
extremo carboxi terminal de la region derivada del fragmento Al, tal como, por ejemplo, reconocimiento por la
maquinaria ERAD.

Para los propésitos de la invencion reivindicada, la frase "motivo de escision por furina en el extremo carboxi
terminal de la region del fragmento Al" se refiere a un motivo especifico de escision por furina conservado entre las
subunidades A de la toxina Shiga y que es un puente de union entre el fragmento Al y el fragmento A2 en
subunidades A de la toxina Shiga nativa.

Para los propositos de la presente invencion, la frase "sitio de escisién por furina proximal al extremo carboxi de la
region del fragmento Al" se refiere a cualquier sitio identificable de escision por furina que tiene un residuo de
aminoacido dentro de los siete residuos de aminoacidos o menos del residuo de aminoéacido que define el ultimo
residuo en la regién del fragmento Al.

Para los propésitos de la presente invencién, una funcién efectora de la toxina Shiga es una actividad biologica
conferida por un polipéptido derivado de una subunidad A de la toxina Shiga. Los ejemplos no limitativos de
funciones efectoras de la toxina Shiga incluyen la internalizaciéon celular, direccionamiento subcelular, actividad
catalitica y la citotoxicidad. Las actividades cataliticas de la toxina Shiga incluyen, por ejemplo, la inactivacion de
ribosomas, inhibicién de la sintesis de proteinas, la actividad de N-glicosidasa, actividad de polinucleétido:adenosina
glicosidasa, la actividad de la ARNasa y la actividad ADNasa. Las toxinas Shiga son proteinas inactivantes de
ribosomas (RIPs). Las RIPs pueden despurinar acidos nucleicos, polinucledsidos, polinucleétidos, ARNr, ADNSss,
ADNds, ARNm (y poliA), y acidos nucleicos virales (Barbieri L et al, Biochem J 286: 1-4 (1992); Barbieri L et al,
Nature 372: 624 (1994); Ling J et al, FEBS Lett 345: 143-6 (1994); Barbieri L et al, Biochem J 319: 507-13 (1996);
Roncuzzi L, Gasperi-Campani A, FEBS Lett 392: 16-20 (1996); Stirpe F et al, FEBS Lett 382: 309-12 (1996); Barbieri
L et al, Nucleic Acids Res. 25: 518-22 (1997); Wang P, Turner N, Nucleic Acids Res 27: 1900-5 (1999); Barbieri L et
al, Biochim Biophys Acta 1480: 258-66 (2000); Barbieri L et al, J Biochem 128: 883-9 (2000); Brigotti. M et al,
Toxicon 39: 341-8 (2001); Brigotti M et al, FASEB J 16: 365-72 (2002); Bagga S et al, J Biol Chem 278: 4813-20
(2003); Picard D et al, J Biol Chem 280: 20069-75 (2005)). Algunas RIPs muestran actividad antiviral y actividad
superéxido dismutasa (Erice A et al, Antimicrob Agents Chemother 37: 835-8 (1993); Au T et al, FEBS Lett 471: 169-
72 (2000); Parikh B, Tumer N, Mini Rev Med Chem. 4: 523-43 (2004); Sharma N et al, Plant Physiol 134: 171-81
(2004)). Las actividades cataliticas de toxinas Shiga se han observado tanto in vitro como in vivo. Los ensayos para
la actividad efectora de la toxina Shiga pueden medir diferentes actividades, tales como, por ejemplo, actividad
inhibidora de la sintesis de proteinas, la actividad de despurinacion, la inhibicion del crecimiento celular, la
citotoxicidad, la actividad de relajacion de ADN superenrollado y/o actividad de nucleasa.

Tal como se usa en el presente documento, la retencion de la funcion efectora de la toxina Shiga se refiere a un nivel
de actividad funcional de la toxina Shiga, tal como se mide por un ensayo cuantitativo apropiado con reproducibilidad
comparable a un control de polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje. Para la inhibicion de ribosomas, la
funcion efectora de la toxina toxina Shiga funcion efectora es mostrar una Clso de 10.000 picomolar (pM) o
menos. Para la citotoxicidad en un ensayo de eliminacién de células positivas de diana, la funcion efectora de la
toxina Shiga es mostrar una CDso de 1.000 nanomolar (nM) o menos, dependiendo del tipo de célula y su expresion
de la biomolécula diana extracelular apropiada.

Para los propositos de la presente invencion y con respecto a la funcion efectora de la toxina Shiga de una molécula

de la presente invencién, el término "actividad razonable" se refiere a un nivel de actividad de una actividad biolégica
efectora de la toxina Shiga igual o mayor a un nivel de actividad minimo definido con referencia al nivel de actividad
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efectora de la toxina Shiga de un polipéptido que comprende solamente secuencias de polipéptidos de la toxina de
Shiga de tipo salvaje. Para la funcion efectora de citotoxicidad de la toxina Shiga, un nivel razonable de actividad
incluye estar dentro de 500 veces de una molécula que comprende una construccion de la toxina Shiga de tipo
salvaje vy, si se observa, cualquier otra estructura o estructuras moleculares.

Tal como se usa en el presente documento, la exhibicién de una funcién efectora de la toxina Shiga "significativa" se
refiere a un nivel de actividad funcional de la toxina Shiga, tal como se mide por un ensayo cuantitativo apropiado
con reproducibilidad comparable a un polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje que comprende un
fragmento A1l de longitud completa de la toxina Shiga. Para la inhibicion in vitro de ribosoma, una funcion efectora de
la toxina Shiga significativa es mostrar una ICso de 300 pM 0 menos dependiendo de la fuente de los ribosomas (por
ejemplo, bacterias, arqueas o eucariotas (algas, hongos, plantas o animales)). Esta es una inhibicion
significativamente mayor en comparacion con la ICso aproximada de 100000 pM para el doble mutante SLT-1A 1-
251 cataliticamente inactivo (Y77S/E167D). Para la citotoxicidad en un ensayo de eliminacién de células positivas de
diana en un cultivo de células de laboratorio, una funcién efectora de la toxina Shiga significativa es mostrar una
CDso de 100, 50, o 30 nM o menos, dependiendo de la linea celular y su expresion de la biomolécula diana
extracelular apropiada. Esta es una citotoxicidad significativamente mayor para la linea celular diana apropiada en
comparacion con el componente SLT-1A solo, sin una regiéon de unién de reconocimiento celular, que tiene una
CDso de 100-10.000 nM, dependiendo de la linea celular.

Cabe sefialar que incluso si la citotoxicidad de un polipéptido efector de la toxina Shiga se reduce con relacién a un
efector de la toxina Shiga de tipo salvaje, en la préactica, las aplicaciones usando polipéptidos efectores de toxina
Shiga atenuadas pueden ser igual o0 mas eficaces que los que utilizan polipéptidos efectores de la toxina Shiga de
tipo salvaje porque las variantes de mas alta potencia podrian exhibir efectos indeseables que se minimizan o
reducen en variantes de potencia reducida. Los polipéptidos efectores de la toxina Shiga de tipo salvaje son muy
potentes, siendo capaces de eliminar con sélo una molécula que alcanza el citosol o tal vez 40 moléculas que se
internalizan (Tam P, Lingwood C, Microbiology 153: 2700-10 (2007)). Los polipéptidos efectores de la toxina Shiga
con incluso funciones efectores de la toxina Shiga considerablemente reducidas, tales como, por ejemplo,
direccionamiento subcelular o citotoxicidad, en comparacion con los polipéptidos efectores de la toxina Shiga de tipo
salvaje, pueden todavia ser lo suficientemente potentes para aplicaciones practicas que implican la eliminacion de
células diana y/o deteccion de ciertos compartimentos subcelulares de tipos de células especificos.

Para algunas muestras, los valores exactos, ya sea para |Cso 0 CDso, podrian ser imposibles de obtener debido a la
incapacidad para recoger los puntos de datos requeridos para una curva de ajuste preciso. Valores de ICsp y/0o
CDso inexactos no deben considerarse cuando se determina la actividad de la funcion efectora de la toxina Shiga
significativa. Datos insuficientes para adaptar con precision una curva, tal como se describe en el analisis de los
datos de ensayos de la funcidn efectora de la toxina Shiga de ejemplo, tales como, por ejemplo, ensayos descritos
en los ejemplos, no deben considerarse como representativos de la funcion efectora real de la toxina Shiga. Por
ejemplo, en teoria, ni ICso ni CDsp se pueden determinar si no se produce mas del 50% de inhibicion de ribosomas o
muerte celular, respectivamente, en una serie de concentraciones para una muestra determinada.

El fracaso para detectar la actividad en la funcion efectora de la toxina Shiga puede ser debido a la expresion
inadecuada, el plegamiento del polipéptido y/o la estabilidad del polipéptido en lugar de la falta de entrada celular,
direccionamiento subcelular y/o actividad enzimatica. Los ensayos para las funciones efectoras de la toxina Shiga
pueden no requerir mucho de la molécula de la invencién para medir cantidades significativas de actividad de la
funcioén efectora de la toxina Shiga. En la medida en que una causa subyacente de funcion efectora baja o nula se
determine empiricamente para relacionarse con la expresion o la estabilidad de la proteina, un experto en la técnica
puede ser capaz de compensar tales factores utilizando quimica de proteinas y técnicas de ingenieria molecular
conocidas en la técnica, de tal manera que se puede restaurar y medir una actividad efectora funcional de la toxina
Shiga. Como ejemplos, la expresién basada en células inadecuada puede ser compensada mediante el uso de
diferentes secuencias de control de expresion; el plegamiento del polipéptido y/o estabilidad inadecuados se pueden
beneficiar de la estabilizacion de secuencias terminales, 0 mutaciones compensatorias en regiones no efectoras que
estabilizan la estructura tridimensional de la proteina, etc. Cuando estan disponibles nuevos ensayos para funciones
individuales de la toxina Shiga, los polipéptidos efectores de la toxina Shiga pueden analizarse para cualquier nivel
de estas funciones efectoras de la toxina Shiga, tales como por estar dentro de un nimero determinada de veces de
la actividad un polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje. Ejemplos de diferencias de actividad
significativas son, por ejemplo, polipéptidos efectores de la toxina Shiga que tienen 1.000 veces o 100 veces 0
menos la actividad de un polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje; o que tienen de 3 veces a 30 veces 0
mas actividad en comparacion con un knock-down funcional o polipéptido efector de la toxina Shiga knock-out.

Ciertas funciones efectoras de la toxina Shiga no son facilmente medibles, por ejemplo, la actividad de
direccionamiento subcelular. Actualmente no hay ninguna rutina, ensayo cuantitativo para distinguir si el fallo de un
polipéptido efector de la toxina Shiga para ser citotoéxico es debido a un direccionamiento subcelular inadecuado,
pero en el momento que estas pruebas estén disponibles, los polipéptidos efectores de la toxina Shiga se pueden
analizar para cualquier nivel significativo de direccionamiento subcelular en comparacion con el polipéptido efector
de la toxina Shiga de tipo salvaje apropiado. Sin embargo, si un polipéptido efector de la toxina Shiga de la invencion
exhibe citotoxicidad equivalente a una construccion de subunidad A de la toxina Shiga de tipo salvaje, entonces el
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nivel de actividad del direccionamiento subcelular se infiere que es equivalente al nivel de actividad de
direccionamiento subcelular de una construccién de subunidad A de la toxina Shiga de tipo salvaje.

El término "citotoxicidad selectiva” con respecto a la actividad citotoxica de una molécula citotéxica se refiere a los
niveles relativos de citotoxicidad entre una poblacién de células diana y una poblacion de células no diana
presenciales, que pueden expresarse como una relacién de la concentracion citotoxica media-maxima (CDso) para
un tipo de célula diana sobre el CDso para un tipo de célula no diana para mostrar preferencialidad de eliminacién
celular del tipo de célula diana.

La eficacia y la potencia de las inmunotoxinas y fusiones de ligando-toxina como moléculas citotoxicas estan
influenciadas por la densidad de su antigeno o antigenos diana sobre una superficie de células diana (véase, por
ejemplo Decket T et al, Blood 103: 2718-26 (2004); Du X et al, Blood 111: 338-43 (2008); Baskar S et al, mAbs 4:
349-61 (2012)), ubicacién del epitopo (Pulse O et al, J Immunol 141: 4410-7 (1988); Godal A et al, en J Cancer 52:
631-5 (1992); Yazdi P et al, Cancer Res. 55:. 3763-71 (1995)), velocidad de internalizacion de la molécula citotoxica
unida a la superficie (ver por ejemplo, Du X et al, Cancer Res 68: 6300-5 (2008)), y el itinerario intracelular (Tortorella
L et al, PLoS One. 7: €47320 (2012)).

La representacién de la superficie celular y/o la densidad de una biomolécula diana extracelular determinada puede
influir en las aplicaciones para las que pueden utilizarse mas adecuadamente ciertas moléculas dirigidas a células de
la presente invencion. Las diferencias en la representacion de la superficie celular y/o la densidad de una
biomolécula diana determinada entre las células pueden alterar la internalizacion y/o la citotoxicidad de una molécula
dirigida a células determinada de la invencion, tanto cuantitativa como cualitativamente. La representacion de la
superficie celular y/o la densidad de una biomolécula diana determinada pueden variar mucho entre las células
positivas de la biomolécula diana o incluso en la misma célula en diferentes puntos en el ciclo celular o la
diferenciacion celular. La representacion total de la superficie celular de una biomolécula diana determinada en una
célula particular o poblacion de células se puede determinar usando procedimientos conocidos para el experto, tales
como procedimientos de citometria de flujo de clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS).

Introduccién

La presente invencion proporciona moléculas resistentes a la escision por proteasa que comprenden efectores de la
subunidad A de la toxina Shiga con motivos de escision por furina alterados que son capaces de exhibir citotoxicidad
de la toxina Shiga de tipo salvaje, tal como se define en las reivindicaciones. Anteriormente, las construcciones de
fusion de subunidad A de la toxina Shiga mostraron ser citotdxicas y capaces de auto-dirigir su propio
direccionamiento intracelular para liberar un fragmento de toxina enzimaticamente activo al citosol (Backer M et al, J
Control Release. 74: 349-55 (2001); Backer M, Backer J, Bioconjug Chem 12: 1066-1073 (2001)); sin embargo, se
creia que el mantenimiento del sitio de escision por furina era importante para mantener la citotoxicidad maxima.

En el disefio de las construcciones sintética de la subunidad A de la toxina Shiga, se debe considerar el mecanismo
natural de intoxicacién de la toxina Shiga, tal como, por ejemplo, la liberaciéon del fragmento Al a través de la
proteolisis intracelular por furina y la retrotranslocacién del fragmento Al al citosol. La eliminacién de todos los restos
moleculares carboxi terminal al fragmento Al de la toxina Shiga podria ser necesaria tanto para 1) exponer el
extremo carboxi terminal del fragmento Al al reconocimiento por factores celulares dentro del reticulo endoplasmico
de las células intoxicadas para promover el direccionamiento eficiente al citosol, como para 2) maximizar la actividad
catalitica a medidad que el fragmento Al se repliega en una estructura en el citosol en ausencia de cualquier resto
carboxi terminal. Todos estos mecanismos podrian contribuir a la maxima citotoxicidad de la toxina Shiga observada
para toxinas Shiga de tipo salvaje.

Dado que el procesamiento proteolitico por furina de subunidades A de la toxina Shiga de holotoxinas Shiga en
células de vertebrados intoxicados es critica para la citotoxicidad eficaz, se pensé que la escision por furina debe
mantenerse 0 compensarse para este procesamiento proteolitico de origen natural con el fin de conservar el
direccionamiento eficiente, nativo, subcelular y la activacién catalitica del mecanismo de citotoxicidad de la toxina
Shiga altamente evolucionado y potente. La separacion del fragmento Al de la toxina Shiga del fragmento A2 se
debe mantener, mimetizar o compensar de otro modo para 1) producir un extremo carboxi terminal del fragmento Al
0 un extremo carboxi terminal que se parece a un fragmento Al natural accesible en el reticulo endoplasmico para el
transporte eficiente para el citosol y 2) liberar una estructura de fragmento Al catalitico estable y 6ptimo al citosol.

Anteriormente, no ha habido ninguna demostracién de una estructura derivada de la subunidad A de la toxina Shiga
que comprende un resto carboxi terminal heterélogo y que carece de un evento de escision por furina, pero que
todavia exhibe una citotoxicidad maxima de la toxina Shiga de tipo salvaje en términos de eficiencia y potencia. En
particular, no habia estructura derivada de la subunidad A de la toxina Shiga conocida que evite el procesamiento
proteolitico para la maxima citotoxicidad de la toxina Shiga cuando el extremo carboxi terminal de la regién derivada
del fragmento Al de la toxina Shiga se unia covalentemente a y se cubria estéricamente por un resto molecular
relativamente grande, tal como, por ejemplo, una region de unién de tipo inmunoglobulina dirigida a células.

Sorprendentemente, las moléculas de ejemplo de la presente invencién que comprenden polipéptidos efectores de
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toxina Shiga con motivos de escisién por furina alterados mostraron funciones efectoras suficientes de la toxina
Shiga para proporcionar una citotoxicidad maxima de la toxina Shiga de tipo salvaje, mientras que permite
simultaneamente la unién de restos moleculares relativamente grande (mayor que 28 kDa) a sus extemos terminales
carboxi (véase Ejemplos, infra). Tal como se describe en detalle en los Ejemplos a continuacion, las moléculas de
ejemplo de la presente invencion, comprendiendo cada una un polipéptido derivado de la subunidad A de la toxina
Shiga que comprende un dominio catalitico, exhiben potencia y eficiencia citotdxica de la toxina Shiga comparable a
moléculas dirigidas a células que comprenden polipéptidos efectores de la subunidad A de la toxina Shiga escindible
por furina, tales como los polipéptidos de la subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje. No hubo necesidad de
ninguna modificacién adicional de una caracteristica compensatoria, por ejemplo, tal como la adicién de un sitio de
escisién por proteasa ectopico. Estas observaciones conducen al disefio de moléculas dirigidas a células mejoradas
gue comprenden polipéptidos derivados de la subunidad A de la toxina Shiga resistente a la escision por proteasa,
en que las moléculas exhiben citotoxicidad equivalente a moléculas dirigidas a células que comprenden un
fragmento Al de la toxina Shiga de tipo salvaje.

La presente invencién proporciona moléculas resistentes a la escision por proteasa que comprenden polipéptidos
efectores de la subunidad A de la toxina Shiga que comprende motivos de escisién por furina alterados, tal como se
define en las reivindicaciones. Las moléculas citotdxicas de la presente invencion que comprende 1), un polipéptido
efector de la toxina Shiga resistente a la escisién por proteasa cataliticamente activo y/o 2) un resto molecular
citotéxico puede ser utilizado en aplicaciones para matar células. Las moléculas de la presente invenciéon que
comprenden polipéptidos efectores de la toxina Shiga resistentes a la escision por proteasa cataliticamente activos
se pueden usar como componentes de inmunotoxinas y fusiones de ligando-toxina para la eliminacion selectiva de
tipos de células especificos y el tratamiento de una variedad de enfermedades, incluyendo canceres, trastornos del
sistema inmunitario e infecciones microbianas. Las moléculas que se dirigen a células de la presente invencion
tienen varios usos, por ejemplo, para la eliminacion de células diana, la liberacion de materiales exégenos en tipos
de células especificos, obtencién de informacion de diagnéstico, y como agentes terapéuticos para el tratamiento de
una variedad de enfermedades, trastornos y afecciones, incluyendo canceres, trastornos del sistema inmunitario y
las infecciones microbianas. Las moléculas dirigidas a células citotoxicas de la presente invencion también son utiles
para aplicaciones que implican la eliminacién selectiva de tipos de células especificos y el tratamiento de una
variedad de enfermedades, incluyendo cancer, trastornos del sistema inmunitario y las infecciones microbianas. La
presente invencién también proporciona una forma especifica de modificar moléculas derivadas de la subunidad A
de la toxina Shiga, por ejemplo, inmunotoxinas o fusiones de ligando-toxina, que comprende un resto molecular
carboxi terminal a una regién del fragmento Al de la toxina Shiga que implica alterar el motivo de escisién por furina
en el extremo carboxi terminal de la regién derivada del fragmento Al de la toxina Shiga.

I. Estructura general de moléculas citotéxicas y moléculas dirigidas a células de la invencion

La presente invencién proporciona varias moléculas dirigidas a células, citotoxicas, comprendiendo cada una de las
moléculas un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende una regién derivado del fragmento Al de toxina
Shiga y un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la regién derivada del fragmento
Al de la toxina Shiga, tal como se define en las reivindicaciones. Las moléculas dirigidas a células de la presente
invencion, citotdxicas, son resistentes a la escisién por furina en comparacion con moléculas relacionadas que
comprenden de fragmentos Al de la toxina Shiga de tipo salvaje. Ademas de ser resistentes a la escisién por furina,
las moléculas de la invencion son generalmente mas resistentes a la escisién por proteasa y, por lo tanto, pueden
mostrar propiedades deseables, tales como, por ejemplo, disminucion en la toxicidad in vivo, aumento de estabilidad,
aumento de vidas medias de almacenamiento y/o aumento de las vidas medias in vivo.

Las moléculas citotéxicas de la presente invencion también comprenden un resto molecular, tal como se define en
las reivindicaciones, asociado con el extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga. Un ejemplo
de un resto molecular es una regién de unién, de tipo inmunoglobulina, que reconoce una célula que comprende uno
0 mas polipéptidos que se unen con alta afinidad a una biomolécula de la superficie celular.

Las moléculas dirigidas a células de la presente invencion también comprenden una region de unién capaz de unirse
especificamente a al menos una biomolécula diana extracelular en asociacion fisica con una célula, tal como una
biomolécula diana expresada en la superficie de una célula. La unién de las regiones de unién que reconocen una
célula con los polipéptidos efectores de la toxina Shiga descrita en este documento permite la modificacion del
direccionamiento especifico de tipos de células de la potente citotoxicidad de la toxina Shiga a pesar de la falta de
procesamiento proteolitico por furina de la region de polipéptido derivada de una subunidad A de la toxina
Shiga. Esta estructura general de las moléculas dirigidas a células de la presente invencion es modular en que
cualquier numero de diversas regiones de union dirigidas a células pueden estar asociadas a varios polipéptidos
efectores de la toxina Shiga efectoras, resistentes a la escisién por furina, para producir variaciones de la misma
estructura general.

La presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de que la alteraciéon de un sitio de furina proteasa
qgue une de forma nativa el fragmento Al de la toxina Al Shiga al fragmento A2 no disminuyd su citotoxicidad
cuando se unié a un resto molecular carboxi terminal relativamente grande (mayor que 28 kDa). Sorprendentemente,
la citotoxicidad maxima de la toxina Shiga de tipo salvaje es posible en ausencia de un evento de escision de furina
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a pesar de la presencia de un resto carboxi terminal grande que pueda interferir con un mecanismo natural de la
subunidad A de la toxina Shiga de deshacerse de todos los otros restos moleculares grandes para exponer un
dominio hidrofobo carboxi terminal que conduce a 1) el reconocimiento del extremo carboxi terminal del fragmento
A1l por el sistema ERAD, 2) despliegue del fragmento A1, 3) la ubiquitinacién del fragmento A1, 4) retrotranslocacion
del dominio catalitico de la reticulo endoplasmico al citosol, 5) evitar la degradaciéon del dominio catalitico por el
proteasoma, y 6) el replegamiento de un dominio catalitico que comprende el polipéptido para formar una estructura
enzimatica totalmente activa (ver Suhan M, Hovde C, Infect Immun 66: 5252-9 (1998); LaPointe P et al, J Biol Chem
280: 23310-18 (2005); Yu M, Haslam D, Infect Immun., 73: 2524-32 (2005); Falguieres T, Johannes L, Biol Cell 98:
125-34 (2006); Di R et al, Toxicon 57: 52 5-39 (2011); Li S, PLoS One 7: 41119 (2012)).

Antes del descubrimiento descrito en el presente documento, se pensaba, sin embargo, que en el disefio de las
proteinas de fusion derivadas de la subunidad A de la toxina Shiga destinado a tener una citotoxicidad 6ptima, el
evento de escision por furina dentro de la subunidad A de la toxina Shiga debe mantenerse o
compensarse. Mediante el mantenimiento de un evento de escisioén por furina dentro de la region derivada de la
subunidad A de la toxina Shiga, un polipéptido del tipo del fragmento Al de la subunidad A de la toxina Shiga puede
ser liberado desde cualquier resto asociado con su extremo carboxi terminal y que esta cubriendo estéricamente el
extremo carboxi terminal del fragmento Al con el fin de mejorar la actividad de inhibicién de ribosoma de la molécula
entera en 60 veces 0 mas (ver Lea N et al, Microbiology 145: 999-1004 (1999)). A continuacién, el extremo carboxi
terminal liberado del polipéptido de tipo fragmento Al puede sefialar con su dominio hidréfobo a la maquinaria ERAD
de la célula intoxicada para la translocacion desde el lumen del reticulo endoplasmico al citosol, el polipéptido de tipo
fragmento se puede desplegar, un polipéptido que comprende un dominio catalitico de Shiga puede ser translocado
eficientemente al citosol y el dominio catalitico se puede replegar en una confirmacién activa en el citosol similar a
como ocurre para la toxina Shiga de tipo salvaje. Ademas, si una region de tipo fragmento A2 estaba presente en la
proteina de fusion, entonces el fragmento Al podria resultar mas cataliticamente activado después de la disociacién
de cualquier region del tipo de fragmento A2. Alternativamente, la compensacion por la falta de un evento de
escisién por furina podria lograrse mediante la presentacion del polipéptido derivado de la subunidad A de la toxina
Shiga A en una forma "pre-procesada" proximal a un extremo carboxi terminal de la proteina de fusion, de tal
manera que el extremo carboxi terminal de la molécula mimetiza el fragmento Al de la toxina Shiga escindida por
furina.

A. Polipéptidos efectores de la subunidad A de la toxina Shiga resistente a la escisién por proteasa

Todas moléculas dirigidas a células, citotéxicas, de la presente invencién comprenden cada una un polipéptido
efector de la toxina Shiga resistente a la escision por furina, tal como se define en las reivindicaciones. Estos
polipéptidos efectores de la toxina Shiga resistentes a la escisién por furina, estan cada uno derivado de una
subunidad A del miembro de la familia de toxinas Shiga y comprenden 1) un polipéptido derivado de un fragmento
Al de la toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal y 2) un motivo de escision por furina alterado en el
carboxilo terminal de la regién del polipéptido del fragmento Al de la toxina Shiga.

Para los propésitos de la presente invencion, la frase "resistente a la escision por furina" significa que la region de
polipéptido exhibe menos escisién por furina que un extremo carboxilo terminal de un fragmento Al de la toxina
Shiga en una subunidad A de la toxina Shiga de tipo salvaje o un extremo carboxilo terminal de la regién derivad del
fragmento Al de la toxina Shiga de la construccién en la que el motivo de escisién por furina natural esta inalterado,
es decir, comprende solamente secuencias de origen natural de tipo salvaje tal como se muestra por subunidades A
de la toxina Shiga naturales en la regién del polipéptido analogo.

Un polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido derivado de una subunidad A de la toxina Shiga de un
miembro de la familia de toxinas Shiga. La familia de toxinas Shiga de toxinas proteicas se compone de varias
toxinas de origen natural que estan estructuralmente y funcionalmente relacionadas, por ejemplo, toxina Shiga,
toxina de tipo Shiga 1 y toxina de tipo Shiga 2 (Johannes L, Romer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-16 (2010)). Los
miembros de la familia de toxinas Shiga comparten la misma estructura general y el mecanismo de accién (Engedal,
N et al, Microbial Biotech. 4: 32-46 (2011)). Por ejemplo, Stx, SLT-1 y SLT-2 muestran actividad enzimatica
indistinguible en sistemas libres de células (Head S et al, J Biol Chem. 266: 3617-21 (1991); Tesh V et al, Infect
Immun 61: 3392 -402 (1993); Brigotti M et al, Toxicon 35: 1431-1437 (1997)).

La familia de toxinas Shiga abarca verdadera toxina Shiga (Stx) aislado de S. dysenteriae serotipo 1, la toxina
semejante a Shiga 1 variantes (SLT1 o Stx1 o SLT1 o SLT-I) aislado de serotipos de E. coli enterohemorragica, y
Shiga como toxina 2 variantes (SLT2 o Stx2 o SLT2) aislados de serotipos de E. coli enterohemorragica. SLT1
difiere por sélo un residuo de Stx, y ambos han sido referido como verocitotoxinas o Verotoxinas (VTS) (O'Brien,
Curr Top Microbiol Immunol 180: 65-94 (1992)). Aunque SLT1 y Slt2 variantes son solo alrededor del 53-60%
similares entre si en el nivel de secuencia de aminoacidos, comparten mecanismos de la actividad enzimatica y la
citotoxicidad com(n a los miembros de la familia de toxinas Shiga (Johannes L, Rémer W, Nat Rev Microbiol 8: 105-
16 (2010)). Mas de 39 diferentes toxinas Shiga se han descrito, tal como los subtipos definidos Stxla, Stxlc, Stxld, y
Stx2a-G (Scheutz F et al, J Clin Microbiol. 50: 2951-63 (2012)). Los miembros de la familia de toxinas Shiga no se
limitan, naturalmente, a cualquier especie bacteriana porque los genes a Shiga que codifican toxinas pueden
propagarse entre las especies bacterianas a través de transferencia horizontal de genes (Strauch E et al, Infect
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Immun 69: 7588-95 (2001); Bielaszewska M. et al., Appl Environ Micrbiol 73: 3144-50 (2007); Zhaxybayeva O,
Doolittle W, Curr Biol 21: R242-6 (2011)). Como un ejemplo de transferencia entre especies, una toxina Shiga fue
descubierto en una cepa de A. haemolyticus aislada de un paciente (Grotiuz G et al, J Clin Microbiol. 44: 3838-41
(2006)). Una vez que un polinucledtido toxina Shiga codificaciéon entra en una nueva subespecies o0 especies, la
secuencia de la toxina amino acido Shiga se presume que es capaz de desarrollar ligeras variaciones en la
secuencia debido a la deriva genética y/o presion selectiva manteniendo al mismo tiempo un mecanismo de
citotoxicidad comun a los miembros de la familia de toxinas Shiga (ver Scheutz, J Clin Microbiol 50: 2951-63 (2012)).

La subunidades A de la toxina Shiga A de los miembros de la familia de toxinas Shiga comprenden conserva, sitio de
escisién por furina en los terminales carboxi de sus regiones de los fragmentos Al importantes para la funcién de la
toxina Shiga. Los motivos de sitio escision por furina y sitios de escision por furina pueden ser identificados por el
trabajador experto y/o mediante el uso de la informacién en este documento.

Los motivos de consenso en sustratos escindidas por furina se han identificado con cierto grado de especificidad. Un
motivo del sitio de escisién por furina se ha descrito, que comprende una regién de 20 residuos de aminoacidos que
pueden ser etiquetados P14 a P6' (Tian S, Biochem Insights 2: 9-20 (2009); Tian S, Jianhua W, Int J Biol Sci 6: 89-
95 (2010); Tian S et al, Int J Mol Sci 12: 1060-5 (2011); Tian S et al, Sci Rep 2:.. 261 (2012)) usando la nomenclatura
descrita en Schechter I, Berger, A, Biochem Biophys Res Commun 32: 898-902 (1968). De acuerdo con esta
nomenclatura, el sitio de escisidn es en el enlace carboxi del aminoacido residir designados P1 y los residuos estan
numerados P2, P3, P4, etc, en la direccién que va hacia el extremo amino terminal de este residuo de referencia
P1. Los residuos que van hacia el extremo carboxilo terminal del residuo de referencia P1 se numeran con el P2’
notacion prime, P3', P4', etc.

Un sitio de escision por furina general se describe a menudo por el RXXR motivo de consenso que se corresponde
con P4-P3-P2-P1; donde "R" representa un residuo de arginina (véase la Tabla A, supra), un guion "-" representa un
enlace peptidico, y una mindscula "x" representa cualquier residuo de aminoacido (Schalken J et al, J Clin Invest 80:
1545. -9 (1987); Bresnahan P et al, J Cell Biol. 111: 2851-9 (1990); Hatsuzawa K et al, J Biol Chem. 265:. 22075-8
(1990); Wise R et al, Proc Natl Acad Sci Estados Unidos 87:. 9378-82 (1990); Molloy S et al, J Biol Chem 267:
16396-402 (1992)). Sin embargo, otros residuos y posiciones pueden ayudar a definir ain mas motivos escisiéon por
furina (Hosaka M et al, J Biol Chem 266: 12127-30 (1991); Oda K et al, Biochem Biophys Res Commun 179:.. 1181-
6 (1991); Leduc R et al, J Biol Chem. 267: 14304-8 (1992); Watanabe T et al, J Biol Chem 267: 8270-4 (1992)). Un
motivo del sitio de escision por furina ligeramente mas refinado con frecuencia se reporta como el motivo de
consenso Rx- [K/R] -R (donde una barra diagonal "/" medios "0" y divide los residuos de aminoacidos alternativos en
la misma posicion), que corresponde a P4-P3-P2-P1, porque se observd que la furina tiene una fuerte preferencia
por la escision de sustratos que contienen este motivo (véase Rockwell N et al, Chem Rev 102: 4525-48 (2002);
Remacle a et al.. , J Biol Chem 283: 20897-906 (2008); Tian S, Biochem Insights 2: 9-20 (2009); Tian S, Jianhua W,
Int J Biol Sci 6: 89-95 (2010); Tian S et al ., Int J Mol Sci 12: 1060-5 (2011); Tian S et al, Sci Rep. 2: 261 (2012)).

Consistente con esto, muchos inhibidores furina comprenden péptidos que comprenden el motivo RXXR (véase, por
ejemplo Misumi Y et al, Biochem Biophys Res Commun 171: 236-42 (1990); Hallenberger S et al, Nature 360:.. 358-
61 (1992) ; Garten W et al, Biochimie 76: 217-25 (1994); Angliker H, J Med Chem. 38: 4014-8 (1995); Van Rompaey
L et al, Biochem J 326:. 507-514 (1997); Cameron A et al, J Biol Chem 275: 36741-9 (2000); Jean F et al, Proc Natl
Acad Sci Estados Unidos 97:. 2864-9 (2000); Basak A, Lazure C, Biochem J 373:. 231- . 9 (2003); Kacprzak M et al,
J Biol Chem 279: 36788-94 (2004)). Un ejemplo de un inhibidor sintético de la furina es RVKR (véase, por ejemplo
Henrich S et al, Nat Struct Biol. 10: 520-6 (2003)). En general, un polipéptido que comprende un motivo de superficie
accesible, dibasico de aminoacidos con dos &cidos cargados positivamente, aminoacidos separadas por dos
residuos de aminoacidos puede ser predicha para ser un escision por furina sensible con la escision se produce en
el enlace carboxi del Gltimo aminoacido béasico en el motivo (Rockwell N et al, Chem Rev 102:.. 4525-48 (2002);
Remacle a et al, J Biol Chem 283: 20897-906 (2008)).

Ademas del sitio de RXXR, minimo, escisién por furina a, escision por furina motivo de sitio mas grande ha sido
descrita con ciertas preferencias de residuos de aminoacidos en ciertas posiciones. Mediante la comparacion de
diversos sustratos furina conocidos, ciertas propiedades fisicoquimicas se han caracterizado por los residuos de
aminoacidos en un residuo de acido 20 amino largo, escisién por furina motivo de sitio. El P6 a la region del motivo
de escision por furina P2' delinea el sitio de escisién por furina nicleo que interacciona fisicamente con el dominio
enzimatico de la furina. Las dos regiones que flanquean P14 a P7 y P3' a P6' son a menudo hidréfilo que es rico en,
residuos de aminodacidos polares para aumentar la accesibilidad de la superficie del sitio de escisién por furina
nucleo situado entre ellos.

En general, la regiéon de motivo de escision por furina desde la posiciéon P5 a P1 tiende a comprender residuos de
aminoacidos con una carga positiva y/o altos puntos isoeléctricos. En particular, la posicion P1, que marca la
posicion de la proteolisis de furina, es generalmente ocupado por una arginina, pero otros, residuos de aminoacidos
cargados positivamente se puede producir en esta posicion. Posiciones P2 y P3 tienden a ser ocupado por los
residuos de acido flexibles, amino, y, en particular P2 tiende a ser ocupado por arginina, lisina, o, a veces por muy
pequefios vy flexibles residuos de aminoacidos como la glicina. La posicién P4 tiende a ser ocupado por cargados
positivamente, residuos de aminoacidos en substratos de furina. Sin embargo, si la posicién P4 esta ocupada por un
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resto alifatico, residuo de aminoéacido, entonces la falta de un grupo cargado positivamente, funcional puede ser
compensada por un residuo cargado positivamente situado en la posicion (s) P5 y/o P6 (Tian S, Jianhua W, Int J Biol
Sci 6: 89-95 (2010)). Posiciones P1' y P2' son comUnmente ocupadas por residuos de aminoacidos hidréfobos
alifaticos y/o, con la posicion P1' mas cominmente siendo ocupado por una serina (Tian S, Biochem Insights 2: 9-20
(2009); Tian S et al., Sci Rep 2: 261 (2012)).

Los dos, hidréfilas, regiones flanqueantes tienden a ser ocupado por los residuos de aminoacidos que son polar,
hidréfilo, y/o tienen grupos funcionales de aminoacidos mas pequefias; Sin embargo, en ciertos sustratos furina
verificadas, las regiones flanqueantes del nacleo motivo escisién por furina no contienen ningln consenso, residuos
hidrofilicos, aminoacidos (ver Tain S, Biochem Insights 2: 9-20 (2009)). En los motivos de escisién por furina de
algunas proteinas virales, las posiciones P3' a P6' estan ocupadas por residuos de aminoacidos con grupos
pequefios, hidréfobos, funcionales, tales como, por ejemplo, alaninas, glycines, y prolinas (Tian S, Biochem Insights
2: 9-20 (2009); Tian S et al, Sci Rep 2: 261 (2012)). Aunque no es necesario para la proteolisis de furina, la
presencia de carga positiva, el residuo de aminoacido (s) en la posicién P5 y/o P6 podria aumentar la eficiencia de la
escision por furina. En toxina Shiga A Subunidades, el motivo de escision por furina conservado localizado en la
union de la toxina fragmento Al Shiga y el fragmento A2 podria haber optimizado funciones en competencia, tales
como, por ejemplo, el equilibrio eficiente escision por furina con la exposicién de un parche no estructurada,
hidréfoba en el extremo carboxi terminal del fragmento Al después de la escision.

Las moléculas dirigidas a células de la presente invencion comprenden cada uno un polipéptido toxina Shiga efector
gue comprende un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi de la region del fragmento Al.

Para los propésitos de la invencion reivindicada, el término "sitio de escision por furina" se refiere a un minimo, la
escisién por furina consenso sitio R/YxxR en el bucle sensible a proteasa de la toxina Shiga A subunidades.

Para los propésitos de la presente invencion, el término "escision por furina motivo' se refiere a un polipéptido que
consiste esencialmente en un veinte, residuo de aminoacido, la secuencia de polipéptido de consenso (P14 a P6')
como se describe en el presente documento, que comprende 1) un minimo, furina -cleavage motivo P4 a P1, 2) un
nucleo, escisién por furina motivo P6 a P2', y 3) dos, flanqueando, regiones de polipéptidos P14 a P7 y P3'a P6'.

Para los propdsitos de la presente invencién, un "interrumpida escision por furina motivo' es una alteraciéon de uno o
mas residuos de aminoacidos derivados de la region residuo de acido 20 amino que es un motivo de escisién por
furina se encuentra en nativo, toxina Shiga A Subunidades en el unién entre el fragmento de la toxina Al de Shiga y
regiones del fragmento A2 y posicionado de tal manera que la escisién por furina de una toxina Shiga a resultados
de subunidades en la produccion de los fragmentos Al y A2, en el que las exposiciones de motivos de escision por
furina alterados redujeron de escision de furina en comparacion con una molécula de referencia que comprende una
de tipo salvaje, region del fragmento de toxina Shiga Al fusionado a un polipéptido carboxi terminal de un tamafio lo
suficientemente grande como para controlar la escision de furina mediante el ensayo apropiado. Una reduccion en la
escision de furina puede ser determinada por el experto en la materia usando ensayos conocidos en la técnica y/o
descrita en el presente documento. Por ejemplo, una reduccién en la escisién de furina de una molécula en
comparacién con una molécula de referencia se puede determinar usando un, ensayo de escision de furina in vitro
des cribed en los Ejemplos siguientes, llevada a cabo usando las mismas condiciones, y luego realizar una
cuantificacion de la banda de densidad de los fragmentos resultantes de la escisién. En ciertas realizaciones de las
moléculas de la presente invencion, el motivo de escisidn por furina alterada exhibe una reduccién en in vitro furina
escision del 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98% o0 mayor en comparacion con una molécula de
referencia que comprende una de tipo salvaje, un fragmento de toxina Shiga Al fusionada en su extremo carboxilo
terminal a un polipéptido, tal como, por ejemplo, la molécula de referencia SLT-1A-WT::scFv-1 describe en los
Ejemplos.

El residuo de acido motivo escision por furina de 20 aminoacidos encontrados en las nativas, la toxina Shiga
subunidades en la unién entre la toxina fragmento Al Shiga y el fragmento A2 motivo escision por furina esta bien
caracterizado en ciertas toxinas Shiga. Por ejemplo, en stxA (SEQ ID No: 2) y SLT-1A (SEQ ID NO: 1), este motivo
de escision por furina se coloca de forma nativa de L238to F257, y en SLT-2A (SEQ ID NO: 3), este furina motivo -
cleavage se posiciona de forma nativa de V237 a Q256. Basado en la homologia de aminoacidos, experimento, y/o
ensayos de tipo furina escision descritos en el presente documento, el trabajador experto puede identificar motivos
de escision por furina en otra nativa, la toxina de Shiga subunidades, donde los motivos se prevé que resultara en la
producciéon de Al y A2 fragmentos después de la escisién por furina de esos toxina Shiga a Subunidades por una
célula eucariota intoxicado.

Alteraciones a un residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina incluyen diversas mutaciones, asi como
modificaciones post-traduccion, tales como, por ejemplo, la glicosilacién y similares, que implican la vinculaciéon de
una molécula voluminosa para el grupo funcional de un residuo de aminoacido. Una mutacion a un residuo de
aminoacido en el motivo de escisién por furina incluye una delecion, insercién, inversion, sustitucion, y/o
truncamiento carboxi terminal del motivo escisién por furina. Debido a que ha sido alterado, ciertos motivos furina-
divisién alterados no pueden ser facilmente reconocible por estar relacionados con cualquier motivo furina-
divisién; sin embargo, el extremo carboxi de la regién del fragmento Al toxina Shiga sera reconocible y definira
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donde estaria ubicado el motivo escision por furina si no fuera alterado. Por ejemplo, un motivo de escision por furina
alterado puede comprender menos de los veinte, residuos de aminoacidos del motivo de escision por furina y
representa un truncamiento carboxi terminal en comparacién con una toxina Shiga Una de las subunidades y/o
fragmento Al toxina Shiga.

Para los propositos de la presente invencion con respecto a un sitio de escision por furina o escision por furina
motivo, el término "interrupcion”, "alterar”, o "alterado" se refiere a una alteracién del sitio de escisién por furina de
origen natural, tales como, por ejemplo, una mutacién, que se traduce en una reduccién de la escision por furina en
el sitio en comparacion con un tipo salvaje de toxina Shiga a Subunidad. Debido a que el motivo de la escisién por
furina se compone de residuos de acido de aproximadamente 20 aminoacidos, en teoria, las mutaciones,
deleciones, o inserciones que implican una o mas de cualquiera de estas 20 posiciones pueden resultar en una
reduccion de la sensibilidad de escision por furina (Tian S et al ., Sci Rep 2: 261 (2012)). La interrupcién puede o no
puede aumentar la resistencia a otras proteasas.

Ejemplos de tipos de mutaciones que pueden alterar un sitio de escision por furina y el motivo de escisién por furina
son amino deleciones de residuos, inserciones, inversiones, y/o sustituciones, incluyendo las sustituciones con
aminoacidos no estandar y/o aminoacidos no naturales. Ademas, los sitios de escisién por furina y motivos escision
por furina se pueden romper mediante mutaciones que comprenden la modificacion de un aminoacido por la adicién
de una estructura quimica unido covalentemente que enmascara al menos un aminoacido en el sitio o motivo, ver,
por ejemplo, PEGilacion (véase Zhang C et al, BioDrugs 26:. adyuvantes 209-15 (2012) y de moléculas pequefias
(flor D, Expert Opin Drug Discov 7: 807-17 (2012)).

La mutaciéon de uno o ambos de los dos residuos de arginina en el sitio minimo, furina consenso RXXR a alanina
alterara un motivo escision por furina y prevenir escision por furina en ese sitio (véase, por ejemplo Duda A et al, J
Virol. 78: 13865-70 (2004)). De manera similar, las sustituciones de residuos de aminoacidos de uno o ambos de los
residuos de arginina en el minimo de escision por furina motivo RXXR a cualquier residuo de aminoacido no
conservativa conocida a la voluntad trabajador experto reducen la sensibilidad de escision por furina del motivo. En
particular, amino sustituciones de residuos de acido de arginina a cualquier residuo de amino acido no basico que
carece de una carga positiva, tal como, por ejemplo, A, G, P, S, T,D,E,Q, N, C, I, L, M, V, F, W, ey, resultara en un
motivo de escision por furina alterado. Ademas, las deleciones dentro del motivo escisién por furina del sitio de
escision por furina minima o el ndcleo, motivo escisiéon por furina reduciran la sensibilidad de escision por furina del
motivo escision por furina.

En ciertas realizaciones de las moléculas de la presente invencién, el motivo de escision por furina alterado
comprende una interrupcién en términos de existencia, posicidn, o grupo funcional de uno o ambos de los residuos
de aminoacidos consenso P1 y P4, tales como, por ejemplo, la residuos de aminoéacidos en las posiciones 1y 4 de
la minima escision por furina motivo R/YxxR.

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende una interrupcion en la separacion entre
los residuos de aminoacidos consenso P4 y P1 en términos del nimero de intervenir residuos de aminoacidos de ser
distinto de dos, y, por lo tanto, el cambio o bien P4 y/o P1 en una posicidn diferente y eliminando la P4 y/o P1
designaciones.

Ciertos interrupciones con motivos escision por furina se indican en el presente documento por referencia a las
posiciones de aminoacidos especificos de la toxina Shiga nativo subunidades proporcionadas en el Listado de
Secuencias, sefialando que de origen natural de la toxina Shiga A subunidades pueden comprender formas
precursoras que contienen secuencias de sefial de acidos de aproximadamente 22 aminoacidos en su amino-
terminales que se eliminan para producir maduras toxina Shiga a subunidades y son reconocibles para el
experto. Ademas, ciertas interrupciones con motivos escision por furina que comprenden mutaciones se indican en
el presente documento por referencia a aminoacidos especificos (por ejemplo R para un residuo de arginina) nativa
presente en posiciones especificas dentro de la toxina Shiga nativa A subunidades (por ejemplo, R251 para el
residuo de arginina en la posicién 251 de la amino terminal), seguido por el aminoacido con el que ese residuo ha
sido sustituido en la mutacion particular en discusion (por ejemplo R251A representa la sustitucion de aminoacidos
de alanina por arginina en el residuo de aminoacido 251 desde el extremo amino terminal).

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende una o mas sustituciones de residuos de
aminoacidos, en comparacién con un tipo salvaje, la toxina Shiga A Subunidad. En ciertas realizaciones adicionales,
el motivo de escision por furina alterado comprende uno o mas residuos de aminodacidos sustituciones dentro del
minimo escision por furina de sitio R/YxxR, tales como, por ejemplo, para stxA y SLT-1A derivados polipéptidos
efectores de la toxina Shiga, la forma nativa posicionado residuo de aminoacido R248 sustituido con cualquier,
residuo cargado no positiva de aminoacidos y/o R251 sustituido con cualquier residuo de aminoacido cargado no
positiva; y para SLT-2A derivada polipéptidos toxina Shiga efectoras, el Y247 residuo de aminoacido de forma nativa
posicionado sustituido con cualquier, residuo cargado no positiva de aminoacidos y/o R250 sustituido con cualquier
residuo de aminoacido cargado no positiva. En otras ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterada
comprende un sitio, minimo escision por furina-un alterado R/YxXR pero en su lugar comprende una region
flanqueante alterado, tal como, por ejemplo, sustituciones de residuos de aminoacidos en uno o mas residuos de

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2 717751713

aminoéacidos en el motivo de escisién por furina de las regiones flanqueantes de forma nativa en posicion, por
ejemplo, 241-247 y/o 252-259.

En ciertas realizaciones, la interrupciéon comprende una delecién, insercion, inversion, y/o mutacion de al menos un
residuo de aminoacido dentro de la regién motivo proteasa. En ciertas realizaciones, un resistente a la escision por
proteasa, toxina Shiga polipéptido efector puede comprender una interrupcion de la secuencia de aminoacidos nativa
posicionado en 249-251 de la subunidad A de toxina semejante a Shiga 1 (SEQ ID NO: 1) o la toxina Shiga ( SEQ ID
nO: 2), o al 247-250 de la subunidad a de toxina semejante a Shiga 2 (SEQ ID nO: 3) o la posicion equivalente en un
polipéptido efector de la toxina Shiga conservada polipéptido toxina efector y/o no nativo Shiga secuencia. En ciertas
realizaciones adicionales, resistente a la escisién por proteasa, los polipéptidos efectores de la toxina Shiga
comprenden una interrupcion que comprende una delecion de al menos un aminoacido dentro de la regiébn motivo
proteasa. En ciertas realizaciones adicionales, resistente a la escision por proteasa, los polipéptidos efectores de la
toxina Shiga comprenden una interrupcién que comprende una insercién de al menos un aminoacido dentro de la
regidon motivo proteasa. En ciertas realizaciones adicionales, el resistente a la escision por proteasa, los polipéptidos
efectores de la toxina Shiga comprenden una interrupcién que comprende una inversion de los aminoéacidos, en
donde al menos un aminoacido invertida es dentro de la regién motivo proteasa. En ciertas realizaciones adicionales,
el resistente a la escision por proteasa, los polipéptidos efectores de la toxina Shiga comprenden una interrupcion
que comprende una mutacién, tal como una sustitucién de aminoacido a un aminoacido no estandar o un
aminoéacido con una cadena lateral modificada quimicamente. Ejemplos de sustituciones de un solo aminoacido se
proporcionan en los Ejemplos.

En ciertas realizaciones, la proteasa resistente-escision, los polipéptidos de la toxina efectoras Shiga comprenden
una interrupcion que comprende una sustitucion de aminoacido dentro de una region motivo proteasa, donde en la
sustitucion se produce en el aminoacido nativa posicionado seleccionado del grupo que consiste en: 247 de la SEQ
ID NO: 3, 248 de la SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, 250 de la SEQ ID NO: 3, 251 de la SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:
2, o la posicion equivalente en una toxina Shiga conservado polipéptido efector y/o secuencia de polipéptido efector
toxina Shiga no nativo. En ciertas realizaciones adicionales, la sustitucién es cualquier aminoacido no conservativa y
la sustitucion se produce en el resto de aminoacido de forma nativa posicionado seleccionado del grupo que consiste
en: 247 de la SEQ ID NO: 3, 248 de la SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID nO: 2, 250 de la SEQ ID nO: 3, 251 de la SEQ ID
nO: 1 o SEQ ID nO: 2, o la posicion equivalente en un polipéptido efector de la toxina Shiga conservadas y/o
secuencia de polipéptido efector toxina Shiga no nativo. En ciertas realizaciones adicionales, la mutacién comprende
una sustitucién de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en: R247A, R248A, R250A R251A, o la posicién
equivalente en un polipéptido efector de la toxina Shiga conservadas y/o secuencia de polipéptido efector toxina
Shiga no nativo.

En ciertas realizaciones de las moléculas de la presente invencion, el motivo de escision por furina alterada
comprende la delecion de nueve, diez, once, 0 mas de los residuos de aminoacido carboxi terminal dentro del motivo
escision por furina. En estas realizaciones, el motivo de escisiéon por furina alterado no comprender un sitio de
escision por furina o un motivo minimo escision por furina. En otras palabras, ciertas realizaciones carecen de un
sitio de escision por furina en el extremo carboxi de la regién del fragmento Al.

En ciertas realizaciones, una molécula de la presente invencién comprende un polipéptido efector de la toxina Shiga
que comprende un motivo de escision por furina alterado que comprende una mutacion en el bucle expuesto en la
superficie, sensible a la proteasa conservadas entre la toxina Shiga A subunidades. Por ejemplo, en stxA y SLT-1A,
este bucle sensible a proteasa se posiciona de forma nativa desde la posiciéon 242 a la posicién 261, y en SLT-2A,
este bucle se coloca de forma nativa desde la posicion 241 a la posicion 260. Sobre la base de polipéptido
homologia de secuencia, la trabajador experto puede identificar este bucle conservado, sensible a la proteasa en
otra toxina Shiga a subunidades. En ciertas realizaciones adicionales, una molécula de la presente invencién
comprende un polipéptido toxina efector Shiga que comprende un motivo de escision por furina alterado que
comprende una mutacién en este bucle sensible a proteasa de la toxina Shiga subunidades, la mutacién que reduce
la accesibilidad de la superficie de cierto aminoacido residuos dentro del bucle de tal manera que la sensibilidad de
escisién por furina se reduce.

En ciertas realizaciones, una molécula de la presente invencién comprende el motivo de escision por furina alterado
gue comprende la sustitucién de residuos de aminoacidos de uno o ambos de los residuos de arginina en la, sitio de
escision motivo de consenso minimo con A, G, o H. En determinadas adicionalmente formas de realizacion, el
motivo de escision por furina alterado comprende una delecién de la regidon nativa posicionado en 247-252 en stxA
(SEQ ID NO: 2) y SLT-1A (SEQ ID NO: 3), o la regién nativa posicionado en 246-251 en SLT-2A (SEQ ID NO:
3); una delecién de la regién nativa posicionado en 244-246 en stxA (SEQ ID NO: 2) y SLT-1A (SEQ ID NO: 3), o la
regién nativa posicionado en 243-245 en SLT-2A (SEQ ID NO: 3); o una delecién de la regién nativa colocado en
253 a 259 en stxA (SEQ ID NO: 2) y SLT-1A (SEQ ID NO: 3), o la region nativa colocado en 252 a 258 en SLT-2A
(SEQ ID NO : 3). Ciertas realizaciones adicionales comprenden el motivo de escision por furina alterado que
comprende una combinacién de cualquiera de las mutaciones mencionadas anteriormente, cuando sea posible.

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterada comprende un truncamiento carboxi terminal en
comparacion con un tipo salvaje, la toxina Shiga A Subunidad, el truncamiento que se traduce en la eliminacion de
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uno o mas residuos de aminoacidos dentro del motivo escision por furina. En ciertas realizaciones adicionales, el
motivo de escision por furina alterado comprende el truncamiento carboxi terminal que elimina uno o mas residuos
de aminoéacidos dentro del sitio de escision minimo Y/RXXR, tales como, por ejemplo, para stxA y SLT-1A derivados
polipéptidos efectores de toxina Shiga , truncamientos que terminan en el extremo amino de forma nativa posicion
acido residuo 250, 249, 248, 247, 246, 245, 244, 243, 242, 241, 240, o menos;y para SLT-2A derivan los
polipéptidos efectores de la toxina Shiga, truncamientos terminando en la forma nativa amino posicién residuo de
acido 249, 248, 247, 246, 245, 244, 243, 242, 241, 0 menos.

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterada comprende la mutaciéon que es un truncamiento
parcial, carboxi terminal del motivo de escisién por furina; sin embargo, ciertas moléculas de la presente invencién
no comprenden el motivo de escision por furina perturbado que es un truncamiento completa, carboxi terminal de la
totalidad de residuo de acido 20 amino, motivo escision por furina. Por ejemplo, cierto, citotoxicos, moléculas
dirigidas a células de la presente invencion comprenden un polipéptido toxina efector Shiga que comprende el
motivo de escision por furina alterado que comprende un truncamiento parcial, carboxi terminal de la region del
fragmento Al hasta la posicion nativa 240 en stxA (SEQ ID nO: 2) o SLT-1A (SEQ ID nO: 1), pero no un
truncamiento carboxi terminal en la posicion 239 o menos. Del mismo modo, cierto, citotoxicos, moléculas dirigidas a
células de la presente invencion comprenden un polipéptido toxina efector Shiga que comprende el motivo de
escisién por furina alterado que comprende un truncamiento parcial, carboxi terminal de la region del fragmento Al
hasta la posicion nativa 239 en SLT-2A (SEQ ID nO: 3), pero no un truncamiento carboxi terminal en la posicion 238
0 menos. En las grandes mutaciones de truncamiento carboxi terminales que comprenden el motivo de la escisién
de furina alterado, las posiciones P14 y P13 del motivo de escision por furina todavia estan presentes.

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende tanto una sustitucion de residuo de
aminoéacido dentro del motivo de escision por furina y un truncamiento carboxi terminal en comparacion con un tipo
salvaje, toxina Shiga A de subunidades. En ciertas realizaciones adicionales, el motivo de escision por furina
alterado comprende tanto una sustitucién de residuo de aminoéacido dentro del sitio minimo de escisién por furina
R/YxxR y un truncamiento carboxi terminal en comparacién con un tipo salvaje, toxina Shiga A de la subunidad, tal
como, por ejemplo, para stxA y SLT-1A derivan polipéptidos toxina efectoras Shiga, truncamientos que termina en la
posicion de residuo de aminoacido nativo 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262 ,
263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287 , 288, 289, 290, 291, o mayor y que comprende el residuo de aminoacido de forma nativa posicionado
R248 y/o R251 sustituido con cualquiera, resto de aminoacido cargado no positiva en su caso;y para SLT-2A
derivan polipéptidos toxina efectoras Shiga, truncamientos que termina en el extremo amino de forma nativa posicion
residuo de &cido 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267,
268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290,
291, o mayor y que comprende el Y247 residuo de aminoacido de forma nativa posicionado y/o R250 sustituido con
cualquier residuo de aminoéacido cargado no positiva en su caso. En ciertas realizaciones, el polipéptido efector de la
toxina Shiga truncada que comprende un motivo de escision por furina alterado también comprende el motivo de
escision por furina, los residuos de aminoéacidos en las posiciones P9, P8, y/o P7 a fin de mantener la citotoxicidad
Optima.

En ciertas realizaciones, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas deleciones de residuos de
aminoacidos internos, en comparacién con un tipo salvaje, la toxina Shiga A Subunidad. En ciertas realizaciones
adicionales, el motivo de escision por furina alterado comprende una o mas deleciones de residuos de aminoacidos
dentro de la minima escision por furina de sitio R/YxxR. Por ejemplo, stxA y SLT-1A derivan polipéptidos efectores
de toxina Shiga que comprenden deleciones internas de los residuos de aminoacidos nativa posicionado R248 y/o
R251, que se puede combinar con deleciones de residuos circundantes, tales como, por ejemplo, 249, 250, 247,
252, etc; y SLT-2A deriva polipéptidos efectores de toxina Shiga que comprende deleciones internas de los residuos
de aminoéacidos nativa posicionado Y247 y/o R250, que pueden combinarse con supresiones de residuos
circundantes, tales como, por ejemplo, 248, 249, 246, 251, etc. En ciertas realizaciones adicionales, el motivo de
escisién por furina alterado comprende una delecién de cuatro, residuos consecutivos, de aminoacidos que elimina
el minimo escision por furina de sitio R/YxxR, tal como, por ejemplo, stxA y SLT-1A deriva polipéptidos toxina
efectoras Shiga que carecen R248 -R251 y SLT-2A derivan los polipéptidos efectores de la toxina Shiga que carecen
de Y247-R250. En ciertas realizaciones adicionales, el motivo de escision por furina alterado comprende uno o mas
residuos de aminoacidos deleciones en los residuos de aminoacidos que flanquean el niicleo motivo escisién por
furina, tales como, por ejemplo, una delecion de 244-247 y/o 252-255 en SLT-1A o stxA. En ciertas realizaciones
adicionales, el motivo de escision por furina alterado comprende una delecién interna de todo el bucle sensible
expuesto en la superficie, de la escision por proteasa en comparacién con un tipo salvaje, la toxina Shiga A
subunidad, tal como, por ejemplo, para stxA y SLT- 1A deriva polipéptidos toxina Shiga efectoras, una delecién de
residuos de aminoacidos nativa posicionado 241-262; y para SLT-2A derivada polipéptidos toxina Shiga efectoras,
una delecion de residuos de aminoacidos nativa posicionado 240-261.

En ciertas realizaciones, el motivo de escisiéon por furina alterado comprende tanto una deleciéon de residuos de
aminoacidos interna dentro del motivo de escisién por furina y un truncamiento carboxi terminal en comparacion con
un tipo salvaje, toxina Shiga A de subunidades. En ciertas realizaciones adicionales, el motivo de escision por furina
alterado comprende tanto una delecion de residuos de aminoacidos dentro de la minima sitio de escision por furina
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R/YxXR y un truncamiento carboxi terminal en comparacion con un tipo salvaje, toxina Shiga A de subunidades. Por
ejemplo, los polipéptidos efectores de la toxina Shiga con un motivo de escision por furina alterado pueden
comprender deleciones de los residuos de aminoacidos nativa posicionado 248-249 y/o 250-251 en un polipéptido
stxA o SLT-1A truncada o la los residuos de aminoacidos 247-248 y/o 249-250 en un truncada SLT-2A. En ciertas
realizaciones adicionales, el motivo de escisién por furina alterado comprende una delecion de cuatro, residuos
consecutivos, de aminoacidos que elimina el minimo escision por furina de sitio R/YxXR y un truncamiento carboxi
terminal en comparacion con un tipo salvaje, toxina Shiga A Subunidad, tal como, por ejemplo, para stxA y SLT-1A
derivada polipéptidos toxina efectoras Shiga, truncamientos que termina en el extremo amino de forma nativa
residuo de acido posicion 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269,
270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, o
mayor y carente R248-R251; y para SLT-2A derivan polipéptidos toxina efectoras Shiga, truncamientos que termina
en el extremo amino de forma nativa posicion residuo de acido 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260,
261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283,
284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, o mayor y carente Y247-R250.

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende tanto una delecién de residuos de
aminoacidos y una sustitucion de residuo de aminoacido en comparacién con un tipo salvaje, la toxina Shiga A
Subunidad. En ciertas realizaciones adicionales, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
deleciones de aminoacidos de residuos y sustituciones dentro del minimo escision por furina de sitio R/YxxR, tales
como, por ejemplo, para stxA y SLT-1A deriva polipéptidos toxina efectoras Shiga, las residuo de aminoacido de
forma nativa posicionado R248 sustituido con cualquier, residuo cargado no positiva de aminoacidos y/o R251
sustituido con cualquier residuo de aminoacido cargado no positiva; y para SLT-2A derivada polipéptidos toxina
Shiga efectoras, el residuo de aminoacido Y247 de forma nativa posicionado sustituido con cualquier residuo
cargado no positiva de aminoacidos y/o R250 sustituido con cualquier residuo de aminoacido cargado no positiva.

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende una delecion de residuos de
aminoacidos y una sustitucion de residuo de aminoacido, asi como un truncamiento carboxi terminal en comparacion
con un tipo salvaje, toxina Shiga A de subunidades. En ciertas realizaciones adicionales, el motivo de escision por
furina alterado comprende una o mas deleciones de aminoacidos de residuos y sustituciones dentro del minimo
escision por furina de sitio R/YxxR, tales como, por ejemplo, para stxA y SLT-1A deriva polipéptidos toxina efectoras
Shiga, las residuo de aminoacido de forma nativa posicionado R248 sustituido con cualquier, residuo cargado no
positiva de aminoacidos y/o R251 sustituido con cualquier residuo de aminoacido cargado no positiva; y para SLT-2A
derivada polipéptidos toxina Shiga efectoras, el Y247 residuo de aminoéacido de forma nativa posicionado sustituido
con cualquier, residuo cargado no positiva de aminoacidos y/o R250 sustituido con cualquier residuo de aminoacido
cargado no positiva.

En ciertas realizaciones adicionales, el motivo de escision por furina alterado comprende tanto una sustitucion de
aminoacido en el sitio minimo de escision por furina R/Y-x-x-R y un truncamiento carboxi terminal en comparacion
con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, tal como, por ejemplo, polipéptidos efectores de la toxina Shiga
derivados de StxA y SLT-1A, truncamientos que terminan en la posicion de aminoacido de forma nativa 249, 250,
251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263 , 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273,
274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291 o mayor y que comprende
el residuo de aminoécido situado de forma nativa R248 y/o R251 sustituido por cualquier residuo de aminoacido no
cargado positivamente cuando sea apropiado; y para polipéptidos efectores de la toxina Shiga derivados de SLT-2A
derivan polipéptidos toxina efectoras Shiga, los truncamientos que terminan en la posicion de aminoacido de forma
nativa 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263 , 264, 265, 266, 267, 268, 269,
270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288 , 289, 290, 291, o
mayor y que comprende el residuo de aminoacido situado de forma nativa Y247 y/o R250 sustituido por cualquier
residuo de aminoacido no cargado positivamente.

En ciertas realizaciones, el motivo de escisién por furina alterado comprende una insercién de uno o mas residuos
de aminoacidos en comparacién con un tipo salvaje, la toxina Shiga A Subunidad siempre que el residuo (s) amino
insertado no crea una de novo furin- sitio de escision. En ciertas realizaciones, la insercion de uno o mas residuos de
aminoacidos altera la separacion natural entre los residuos de arginina en el sitio minimo, escisién por furina
R/YxxR, tal como, por ejemplo, stxA y SLT-1A polipéptidos derivados que comprende una inserciéon de uno o mas
residuos de aminoacidos en 249 o 250 y por lo tanto entre R248 y R251; 0 SLT-2A deriva polipéptidos que
comprenden una insercién de uno o mas residuos de aminoacidos en 248 o0 249 y por lo tanto entre Y247 y R250.

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende tanto una inserciéon de restos de
aminoacidos y un truncamiento carboxi terminal en comparacion con un tipo salvaje, la toxina Shiga A
Subunidad. En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende tanto una insercion de
restos de aminoacidos y una sustitucion de residuo de aminoacido en comparacion con una subunidad A de la toxina
Shiga de tipo salvaje. En ciertas realizaciones, el motivo de escisiéon por furina alterado comprende tanto una
insercién de restos de aminoacidos y una delecion de residuos de aminoacidos en comparacion con un subunidad A
de la toxina Shiga de tipo salvaje.
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En ciertas realizaciones, el motivo de escisidon por furina alterado comprende una deleciéon del residuo de
aminoacido, una insercion de residuos de aminoacidos, y una sustituciéon de residuo de aminoacido en comparacion
con un tipo salvaje, la toxina Shiga A Subunidad.

En ciertas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende una delecion del residuo de
aminoacido, insercion, sustitucion, y el truncamiento carboxi terminal en comparacion con un tipo salvaje, la toxina
Shiga A Subunidad.

En ciertas realizaciones, el polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende un motivo de escision por furina
alterado se fusiona directamente por un enlace peptidico a un resto molecular que comprende un aminoécido,
péptido, y/o polipéptido en el que la estructura de fundido implica un Unico polipéptido, continua. En estas
realizaciones de fusion, la secuencia de aminoacidos siguiente el motivo escisién por furina alterado no debe crear
una, sitio de escision por furina de novo en la union de fusion.

Las subunidades A de la toxina Shiga A podria tener otros motivos escision por furina ademéas el motivo de la
escisién por furina en la, estructura de bucle expuesto en la superficie altamente conservada y nativa posicionado en
la region de L238to F257 en stxA y SLT-1A y de V237 a Q256 en SLT- 2A. Por ejemplo, stxA y SLT-1A comprenden
un motivo de escision por furina alrededor de la region de residuos de aminoacidos nativa posicionado 220 a 223.
Sin embargo, no hay evidencia de este segundo sitio de furina en toxina Shiga A Subunidades se escinde in
vivo. Por el contrario, el tratamiento in vitro de holotoxina Stx2 con furina humana no produjo la escisién en cualquier
otro motivo RXXR en la subunidad A (por ejemplo, el motivo de forma nativa posicionado desde el residuo de
aminoacido 179 a 222) al lado de en Arg250, lo que sugiere que otros dibasico potencial sitios dentro de la toxina
Shiga a Subunidades no son accesibles a furina (Fagerquist C, Sultan O, J Biomed Biotechnol 2010: 123460
(2010)). Aunque la interrupcion de otros sitios de escision ademas podria ser disefiado, por ejemplo, el motivo de
escisién por furina en L238to F257 en StxAl y SLT-1A, lo que altera el motivo de escisién por furina de forma nativa
posicionada en la regién de 220 a 223 en SLT-1A puede reducir su citotdxico la actividad de una actividad razonable
(véase, por ejemplo Lea N et al, Microbiologia 145:. 999 a 1.004 (1999)) y proporcionaria poco beneficio relacionado
con la proteasa-resistencia si el sitio de la proteasa en la regiéon de 220 a 223 no se proteasa accesible.

B. Restos moleculares situados carboxi terminal al polipéptido efector de la toxina Shiga

Las moléculas dirigidas a células de la presente invencion, citotdéxicas, comprenden un resto molecular asociado con
el extremo carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga, tal como se define en las reivindicaciones. La
presente invencion permite la unién de restos moleculares relativamente grandes carboxi terminal a los polipéptidos
efectores de la toxina Shiga resistentes a la escision por furina sin ninguna pérdida en la citotoxicidad efectora de la
toxina Shiga en comparacion con polipéptidos efectores de la toxina Shiga escindibles por furina. El término "resto
molecular" abarca polipéptidos, proteinas, agentes citotdxicos, polinucleétidos, agentes de promocion de la
deteccion, agentes quimioterapéuticos de molécula pequefia, polisacaridos, lipidos y otras biomoléculas de origen
natural o sintético.

La protedlisis por furina de la subunidad A de la toxina Shiga dentro de una célula intoxicada proporciona al menos
tres eventos: exposicion del extremo carboxi terminal del fragmento Al de la toxina Shiga, liberacion del fragmento
Al de todas los otros restos moleculares y la translocacién del fragmento Al del reticulo endoplasmico al citosol. Se
requiere que la disociacién del fragmento Al del fragmento A2 y del resto de la holotoxina Shiga para la
translocacion del fragmento Al desde el lumen del reticulo endoplasmico al citosol y el Gnico componente de la
holotoxina Shiga que llega al compartimiento citosélico es el fragmento Al (LaPointe P et al, J Biol Chem 280:
23310-18 (2005); Tam P, Lingwood C, Microbiology 153: 2700-10 (2007); Li S et al, PLoS One 7: e41119 (2012)).

Una funciodn critica de la escisién por furina durante la intoxicacion por toxina Shiga parece ser la exposicion del
extremo carboxi terminal del fragmento Al de la toxina Shiga. La exposicidon del extremo carboxi terminal del
fragmento Al en el reticulo endoplasmatico de una célula intoxicada se piensa que es necesaria para el
direccionamiento subcelular 6ptimo y la citotoxicidad. Cuando una toxina Shiga. Cuando no se puede exponer una
estructura derivada de la subunidad A de toxina Shiga al extremo carboxi terminal de un fragmento Al en el reticulo
endoplasmatico de una célula intoxicada, entonces se reduce el efecto citotoxico de esa estructura (Burgess B,
Roberts L, Mol Microbiol 10: 171-9 (1993); Garred d et al, Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); LeaN et al, Microbiology
145: 999-1004 (1999); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357: 144- 9 (2007)). Esto puede
explicarse por la persistencia de uno o mas restos moleculares que cubren estéricamente el extremo carboxi
terminal del fragmento Al de la toxina Shiga que da lugar a la perturbacién del dirccionamiento intracelular
normalmente eficiente del fragmento Al al citosol. Las estructuras derivadas de la subunidad A de la toxina Shiga
que carecen de procesamiento proteolitico por furina no logran alcanzar de manera eficiente el citosol de las células
intoxicadas (Garred @ et al, J Biol Chem 270: 10817-21 (1995); Garred @ et al, Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); Lea
N et al, Microbiology 145: 999-1004 (1999)).

Otra funcién critica de escisiéon de furina durante Shiga intoxicacién por la toxina es la liberacién del fragmento Al

toxina Shiga del resto de la holotoxina Shiga. Liberacién del fragmento Al en el reticulo endoplasmatico de una
célula intoxicada se piensa que es necesario para el direccionamiento subcelular 6ptima y la citotoxicidad. Cuando
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un fragmento de la toxina Shiga A1l no puede ser furina escinde y liberada en el reticulo endoplasmatico de una
célula intoxicado, a continuacién, el efecto citotoxico se reduce (Burgess B, Roberts L, Mol Microbiol 10: 171-9
(1993); Garred @ et al ., Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); magra et al, Microbiologia 145: 999 a 1.004 (1999);
Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357:.. 144-9 (2007)). Una vez mas, esto puede ser explicado por
la persistencia de uno o mas restos moleculares asociados con el extremo carboxi terminal del fragmento Al toxina
Shiga que resulta en la perturbacion de la hoja de ruta intracelular normalmente eficiente del fragmento Al al citosol.

Para maxima citotoxicidad de la toxina Shiga, modelos sugieren que es esencial que el fragmento de toxina Shiga
Al se libera de todos los restos moleculares asociados con y/o cubrir estéricamente su extremo carboxi terminal
para el direccionamiento citosélica eficiente, la evasion proteasoma 6ptima, formacién de la estructura catalitica
Optima, y activacion enzimética maxima (Garred @ et al, Exp Cell Res 218:. 39-49 (1995); Garred @ et al, J Biol
Chem. 270: 10817-21 (1995); magra et al, Microbiologia 145:. 999- 1004 (1999); LaPointe P et al, J Biol Chem 280..
23310-18 (2005); Yu M, Haslam D, Infect Immun 73: 2524-32 (2005); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res
Commun. 357: 144-9 (2007); Smith M et al, Infect Immun 77: 2730-40 (2009); Di R et al, Toxicon 57:... 525-39
(2011); Li S et al, PLoS One 7: e41119 (2012)). Por ejemplo, el fragmento de toxina A2 Shiga se fusiona al
fragmento Al de tipo salvaje, holotoxinas Shiga y el pentamero de la toxina Shiga subunidades B esta unido al
extremo carboxi terminal del fragmento A2 (Fraser M et al.,, Nat Struct Biol 1. 59-64 (1994)). Del mismo modo,
maximal toxina Shiga citotoxicidad podria requerir la liberacién del fragmento Al de todas las fracciones moleculares
asociados con su extremo carboxilo terminal, tales como, por ejemplo, restos de al menos tan grande como el
fragmento A2 (4.5 a 4.7 kDa) y de la masa de la resto de la holotoxina Shiga (42,7-43,2 kDa).

En relacion con esto, la citotoxicidad maxima de la toxina Shiga podria requerir la liberacién del fragmento Al de
todos los restos carboxi terminal que cubren estéricamente el extremo carboxi terminal del fragmento Al ya que esta
regién debe estar expuesta para la translocacion eficiente al citosol (véase Suhan M, Hovde C, Infect Immun 66:
5252-9 (1998); LaPointe P et al, J Biol Chem 280: 23310-18 (2005); Yu M, Haslam D, Infect Immun., 73: 2524-32
(2005); Li S et al, PLoS One. 7: 41119 (2012)).

Ademas, para la maxima citotoxicidad de la toxina Shiga podria ser importante liberar el fragmento Al de restos
moleculares que comprenden dominios de union dirigidos a células que se unen a componentes de la membrana
celular, tales como subunidades B de la toxina Shiga que se unen a gangliésidos en membranas de bicapa
lipidica. Es posible que cuando el fragmento Al se une covalentemente a un resto dirigido a las células unida con
alta afinidad a una membrana endoplasmica diana, entonces el fragmento Al de la toxina de Shiga permanece unido
a la membrana lipidica del reticulo endoplasmatico de una manera que perturba mecanismos y eventos requeridos
para una eficiente liberacién del fragmento Al y/o la translocacién al citosol.

La presente invencién proporciona estructuras a modo de ejemplo que demuestran que no se requieren las
funciones de la escision por furina de toxina Shiga A subunidades en los modelos descritos anteriormente para los
niveles de tipo salvaje de Shiga citotoxicidad mostrada por moléculas dirigidas a células sintéticas (véase Ejemplos,
infra). Al parecer, el extremo carboxi terminal del fragmento de la toxina Al de Shiga no necesita ser expuesta para
el direccionamiento intracelular eficiente para el citosol, y, al parecer, no se requiere la liberacion del fragmento Al
de todas las otras fracciones moleculares para maxima, toxina Shiga citotoxicidad. Por lo tanto, el motivo de escision
por furina de la toxina Shiga subunidades puede ser alterado en moléculas dirigidas a células sin sacrificar ninguna
citotoxicidad a pesar de la presencia de un resto molecular situado con la molécula carboxi terminal dirigido a las
células a la region polipéptido toxina Shiga efector.

Las moléculas dirigidas a células citotéxicas de la presente invencion comprenden un resto molecular asociado con
el extremo carboxi terminal del polipéptido efector toxina Shiga, como se define en las reivindicaciones. En ciertas
realizaciones adicionales, la asociacion comprende un enlace covalente que une el extremo carboxi terminal del
polipéptido efector de la toxina Shigaa, ya sea directa o indirectamente, con el resto molecular. En ciertas
realizaciones adicionales, la asociacion comprende el enlace peptidico que se fusiona el extremo carboxi terminal
del polipéptido efector de la toxina Shiga con uno o mas residuos de aminoacidos de el resto molecular. En ciertas
realizaciones adicionales, el polipéptido efector de la toxina Shiga y el resto molecular se fusionan para formar un
Unico polipéptido, continua tal que el polipéptido efector de la toxina Shiga esta situado fisicamente dentro de la
amino-terminal al resto molecular polipéptido continuo.

El resto molecular tiene una masa de al menos 1,5 kDa. El tamafio del resto molecular puede variar. restos
moleculares de las moléculas de la presente invencion incluyen: restos grandes suficiente para cubrir estéricamente
el extremo carboxi terminal de un fragmento Al de la toxina Shiga, los restos de cualquier tamafio que comprenden
regiones de union capaces de objetivos membrana lipidica unidos unién, restos de cualquier tamafio que
proporcionan un pozo -structured, terciaria estructura polipéptido proximal a la region carboxi terminal del fragmento
Al de la toxina Shiga de la invencion, los restos de cualquier tamafio que son mas polar e hidréfila que el extremo
carboxi terminal de los fragmentos Al de la toxina Shiga, y cualquier resto igual o mayor que el tamafio de una
nativa, la toxina de Shiga a Subunidad (aproximadamente 28 kDa). Un resto molecular de un tamafio igual o mayor
gue 28 kDa se denomina aqui como "relativamente grande."

En ciertas realizaciones, una molécula de la invencion puede comprender al resto molecular que comprende un
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péptido. Una molécula de la invencién comprende un resto amolecular que tiene una masa de 1,5 kDa o mayor. En
ciertas realizaciones, una molécula de la invencién puede comprender al resto molecular que tiene una masa de al
menos 4,5 kDa, 6, kDa, 9 kDa, 12 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 41 kDa, 50 kDa, 100 kDa o mayor,
siempre que la molécula conserve la actividad biolégica de la toxina Shiga apropiada sefialada en el presente
documento.

En ciertas realizaciones, el resto molecular tiene una masa de aproximadamente 4,5 kDa u otra masa equivalente de
un fragmento A2 de la toxina Shiga. Fue inesperado que un resto de este tamafio puede permanecer unido al
extremo carboxi del fragmento Al de la toxina Shiga sin alterar la eficiencia de direccionamiento subcelular y la
inactivacion de ribosomas dentro de las células intoxicadas.

En ciertas realizaciones, el resto molecular tiene una masa de aproximadamente 7,6 kDa u otra masa equivalente de
una subunidad B de toxina Shiga. Fue inesperado que un resto de este tamafio pudiera permanecer unida al
extremo carboxi del fragmento Al de la toxina Shiga sin alterar la eficiencia del direccionamiento subcelular y la
inactivacion de ribosomas dentro de las células intoxicadas.

En ciertas realizaciones, el resto molecular tiene una masa de aproximadamente 6-10 kDa o mayor y comprende
una region de unién que comprende un mimético de anticuerpo o formato alternativo de anticuerpo, tal como, por
ejemplo, polipéptidos repetidos del armadillo modificados (ArmRPs), dominio de la 102 fibronectina de tipo Il (10Fn3)
derivado de fibronectina modificado (monocuerpos, AdNectins™ o AdNexins™); polipéptido que contiene motivo de
repeticion de anquirina modificado (DARPins™); dominio A derivado del receptor de lipoproteina de baja densidad
modificado (LDLR-A) (Avimers™); dominio Z derivado de proteina A modificado (Affibodies™); andamio derivado
gamma-B cristalina modificado o andamio derivado de ubiquitina modificado (Affilins); y polipéptidos derivados de
Sac7d (Nanoffitins® o afitinas).

En ciertas realizaciones, el resto molecular tiene una masa de aproximadamente 11 kDa o mas, y comprende una
regién de unién que comprende un dominio o dominios de inmunoglobulina y que se une especificamente a una
biomolécula diana extracelular con alta afinidad, tal como, por ejemplo, una Vux 0 nanoanticuerpo. En ciertas
realizaciones adicionales, el resto molecular tiene una masa de aproximadamente 24 kDa o mas, y comprende una
region de unién que comprende un dominio de inmunoglobulina y que se une especificamente a una biomolécula
diana extracelular con alta afinidad, tal como, por ejemplo, un scFv.

En ciertas realizaciones, el resto molecular tiene una masa de aproximadamente 12 kDa o de otra masa equivalente
de un complejo de fragmento A2 y subunidad B de la toxina Shiga. Fue inesperado que un resto de este tamafio
pudiera permanecer unido al extremo carboxi terminal del fragmento Al de la toxina Shiga sin alterar la eficiencia de
direccionamiento sub-celular y la inactivacion de ribosomas dentro de las células intoxicadas.

En ciertas realizaciones, el resto molecular tiene una masa de aproximadamente 28 kDa. Fue inesperado que un
resto de este tamafo pueda permanecer unido al extremo carboxi terminal del fragmento Al de la toxina Shiga sin
alterar la eficiencia de direccionamiento subcelular y la inactivacion de ribosomas dentro de las células
intoxicadas; sin embargo, los ejemplos de esta memoria demuestran que una molécula resistente a la escision por
furina que comprende un fragmento Al de la toxina Shiga fusionado a un resto molecular de 28 kDa no exhibi6
ninguna alteracion aparente en el direccionamiento subcelular, la inhibiciéon de ribosomas, o la citotoxicidad.

En ciertas realizaciones, el resto molecular relativamente grande tiene una masa de aproximadamente 39 kDa o otra
masa equivalente de un pentamero de subunidades B de la toxina Shiga. Fue inesperado que un resto de este
tamafo pudiera permanecer unido al extremo carboxi terminal del fragmento Al de la toxina Shiga sin alterar la
eficiencia de direccionamiento subcelular y la inactivaciéon de ribosomas dentro de las células intoxicadas.

En ciertas realizaciones, el resto relativamente grande, molecular tiene una masa de aproximadamente 43,2 kDa u
otra masa equivalente de un fragmento A2 de la toxina Shiga y complejo pentamero de la subunidad B. Fue
inesperado que un resto de este tamafio pueda permanecer unido al extremo carboxi terminal del fragmento Al de la
toxina Shiga sin alterar la eficiencia de direccionamiento subcelular y la inactivacién de ribosomas dentro de las
células intoxicadas.

En ciertas realizaciones, el resto molecular esta ramificado. En ciertas realizaciones, el resto de molécula no es
proteinico. En ciertas realizaciones, el resto molecular es un agente citotéxico o agente inductor de la deteccion,
tales como los agentes descritos en este documento.

En ciertas realizacones, el resto molecular cubre estéricamente el extremo carboxi terminal del polipéptido del
fragmento Al de la toxina Shiga del polipéptido efector de la toxina Shiga de la invencion. Para los propésitos de la
presente invencion, "cubrir estéricamente” o "que cubre estéricamente” se refiere a un resto unido covalentemente
directamente a la region carboxi terminal del polipéptido fragmento del fragmento Al de la toxina Shiga del
polipéptido efector de la toxina Shiga de la invenciéon. En ciertas realizaciones, el resto molecular cubre
estéricamente la region carboxi terminal del polipéptido de fragmento Al de la toxina Shiga del polipéptido efector de
la toxina Shiga de la invencion, de tal manera que la regién hidréfoba dentro de la regién carboxi terminal del
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polipéptido del fragmento Al de la toxina Shiga Al del polipéptido efector de la toxina Shiga de la invencion
permanecera escondida y no esta expuesta en la superficie en el reticulo endoplasmico, manteniendo de este modo
el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al cubierta y evitando el reconocimiento celular del extremo
carboxi terminal de la region derivada del fragmento A1, tales como, por ejemplo, reconocimiento por la maquinaria
ERAD.

En ciertas realizaciones, el resto molecular comprende un polipéptido que es mas polar e hidréfilo que la region
carboxi terminal de un fragmento Al de la toxina Shiga de tal manera que la regién hidréfoba dentro de la region
carboxi terminal del polipéptido del fragmento Al de la toxina Shiga Al del polipéptido efector de la toxina Shiga de
la invencién permanecera escondida y no esta expuesta en la superficie en el reticulo endoplasmico, manteniendo
de este modo el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al cubierto y evitando el reconocimiento celular
del extremo carboxi terminal de la region derivada del fragmento A1, tal como, por ejemplo, el reconocimiento por
parte la maquinaria ERAD.

En ciertas realizaciones, el resto molecular comprende una regién de unién capaz de unirse especificamente a al
menos una biomolécula diana que esta unida a la membrana en la membrana del reticulo endoplasmico.

En ciertas realizaciones, el resto molecular comprende una regiéon de unién capaz de unirse especificamente a al
menos una biomolécula diana extracelular.

C. Moléculas que se dirigen a moléculas gue comprenden polipéptidos efectores de la subunidad A de la toxina
Shiga resistente a la escisién por proteasa de la invencién

Las moléculas de la presente invencién comprenden todas un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende
un motivo de escisién por furina alterado (y opcionalmente un sitio de escisién por furina alterado), tal como se
define en las reivindicaciones. Las moléculas dirigidas a células de la presente invencion comprenden un polipéptido
efector de la toxina Shiga resistente a la escisién por proteasa asociado con una region de union dirigida a células,
tal como se define en las reivindicaciones. Esto significa que la molécula dirigida a células es mas resistente a la
escision por proteasa en comparacion con la misma molécula dirigida a células que tiene su polipéptido efector de la
toxina Shiga resistente a la escision por furina reemplazado por un polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo
salvaje que comprende un fragmento Al de la toxina Shiga.

Las moléculas resistentes a la escision por proteasa pueden exhibir vidas medias aumentadas, in vivo, después de
la administracién a un vertebrado en comparacion con mas variantes sensibles a escision por proteasa. Ademas, las
moléculas dirigidas a células resistentes a la escision por proteasa comprenden un componente toxico (por ejemplo,
una region efectora de toxina) pueden exhibir toxicidad no especifica reducida en comparacién con variantes mas
sensibles a la escision por proteasa con una mayor propension a romperse, liberando de ese modo el componente
toxico.

Las moléculas dirigidas a células de la presente invencién pueden comprender un UGnico polipéptido, multiples
polipéptidos en asociacién unos con otros, un componente de polipéptido ramificado, y/o uno o mas restos no
polipeptidicos.

La region de unién de una molécula dirigida a células de la invencién comprende una regién de péptido o polipéptido
capaz de unirse especificamente a una biomolécula diana extracelular. En ciertas realizaciones, la region de unién
de una molécula dirigida a células de la invencién comprende uno o mas polipéptidos capaces de manera selectiva y
especifica de unirse a una biomolécula diana extracelular. La region de unién puede comprender uno o mas restos
peptidicos o polipéptidos diversos, tales como secuencias de péptidos generados de forma aleatoria, ligandos de
origen natural o derivados de los mismos, dominios derivados de inmunoglobulina, andamios estructurales
modificados sintéticamente como alternativas a dominios de inmunoglobulina y similares.

Hay numerosas regiones de unidn conocidos en la técnica que son Utiles para el direccionamiento de polipéptidos a
tipos de células especificas a través de sus caracteristicas de union, tales como ligandos, anticuerpos monoclonales,
derivados de anticuerpos modificados, y alternativas modificadas a los anticuerpos.

Segun un aspecto especifico, pero no limitativo, la regiéon de unién de la molécula de la invencion comprende un
ligando natural o derivado del mismo que conserva la funcionalidad de unién a un biomolécula diana extracelular,
cominmente un receptor de superficie celular. Por ejemplo, se pueden utilizar diversas citocinas, factores de
crecimiento y hormonas conocidos en la técnica para dirigir la molécula dirigida a células a la superficie celular de
tipos de células especificas que expresan un receptor de citoquinas afin, receptor de factor de crecimiento o receptor
de hormona. Ciertos ejemplos no limitativos de ligandos incluyen factores de crecimiento epidérmico, factores de
crecimiento de fibroblastos, factores de crecimiento endoteliales vasculares, interleucinas (tales como IL-2, IL-6, y IL-
23), y factores activadores de células B (BAFF).

Segun ciertas otras realizaciones, la region de unién comprende un ligando sintético capaz de unirse a una
biomolécula diana extracelular (véase, por ejemplo Liang S et al, J Mol Med. 84: 764-73 (2006); Ahmed S et al, Anal
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Chem 82: 7533-41 (2010); Kaur K et al, Methods Mol Biol 1248: 239-47 (2015)).

Segun un aspecto especifico, pero no limitativo, la region de unién puede comprender una region de unién de tipo
inmunoglobulina. La "regidon de union de tipo inmunoglobulina” tal como se utiliza aqui, se refiere a una region de
polipéptido capaz de unirse a una o mas biomoléculas diana, tales como un antigeno o epitopo. Las regiones de
unién pueden ser funcionalmente definidas por su capacidad para unirse a moléculas diana. Las regiones de unién
de tipo inmunoglobulina derivan cominmente de anticuerpo o estructuras similares a anticuerpos; sin embargo, se
contemplan andamios estructurales alternativos de otras fuentes dentro del alcance del término.

Inmunoglobulina (Ig) proteinas tienen un dominio estructural conocido como un dominio de Ig. Los dominios Ig varian
en longitud desde alrededor de 70-110 residuos de aminoacidos y poseen una caracteristica Ig veces, en la que
tipicamente de 7 a 9 hebras beta antiparalelas ordenar en dos laminas beta, que forman una estructura tipo
sandwich. El pliegue Ig se estabiliza mediante interacciones de aminoacidos hidréfobos en las superficies interiores
de la sandwich y altamente conservada de enlaces disulfuro entre residuos de cisteina en las hebras. Los dominios
de Ig pueden ser variables (IGV o V-set), constante (IgC o C-set) o intermedio (Gll o I-set). Algunos dominios de Ig
pueden estar asociados con una regidon determinante de complementariedad o regién determinante de
complementariedad (CDR) que es importante para la especificidad de anticuerpos de unién a sus epitopos. Los
dominios de tipo Ig también se encuentran en proteinas no inmunoglobulinas y se clasifican sobre esa base como
miembros de la superfamilia de Ig de las proteinas. El hgnc (HGNC) proporciona una lista de los miembros de la
familia que contiene el dominio de tipo Ig.

Tal como se utiliza aqui, el término "domnio variable de cadena pesada (Vn)" o "dominio variable de cadena ligera
(V)" se refieren respectivamente a cualquier dominio de anticuerpo Vi o VL (por ejemplo, un dominio Vh o0
VL humano) como asi como cualquier derivado del mismo que retiene por lo menos la capacidad de unién a antigeno
cualitativa del anticuerpo nativo correspondiente (por ejemplo un dominio V4 0 VL humanizado derivado de un nativo
dominio Vw0 VL murino). Un dominio V4 0 VL consiste en una regién "marco” interrumpido por las tres CDRs o
ABRs. Las regiones marco sirven para alinear las CDR para la unién a un epitopo de un antigeno especifico. De
amino-terminal al extremo carboxilo terminal, ambos dominio Vu y VL. comprenden el siguiente marco (FR) y regiones
CDR: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Para fragmentos VuH de camélidos, IgNARs de peces
cartilaginosos, fragmentos Vnar y derivados de los mismos, existe un solo dominio variable de cadena pesada que
comprende la misma disposicion basica: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4.

Una region de unidn de tipo inmunoglobulina puede ser una secuencia de polipéptido de un anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno del mismo en el que la secuencia de aminoacidos se ha variado de la de un anticuerpo nativo o
un dominio similar a Ig de una proteina no inmunoglobulina, por ejemplo, ingenieria molecular o la seleccién por
seleccion de la biblioteca. Debido a la relevancia de las técnicas de ADN recombinante y en el cribado de biblioteca
vitro en la generacion de regiones de unién de tipo inmunoglobulina, los anticuerpos pueden ser redisefiados para
obtener las caracteristicas deseadas, tales como el tamafio mas pequefio, entrada en la célula, o de otras mejoras
terapéuticas. Las variaciones posibles son muchas y pueden variar desde el cambio de un solo aminoacido al
redisefio completo de, por ejemplo, una region variable. Tipicamente, los cambios en la region variable se realizaran
con el fin de mejorar las caracteristicas de unién a antigeno, mejorar la estabilidad de la regién variable, o reducir la
posibilidad de respuestas inmundgenas.

Hay numerosas regiones de unién de tipo inmunoglobulina contempladas como componentes de los citotdxicos,
moléculas dirigidas a células de la presente invencién. Una regién de unién a inmunoglobulina generalmente
comprende una o mas CDR. En ciertas realizaciones, la regiéon de unién de tipo inmunoglobulina se deriva de una
region de unién de inmunoglobulina, tal como un paratopo anticuerpo capaz de unirse a un biomolécula diana
extracelular. En ciertas otras realizaciones, la regién de unién de tipo inmunoglobulina comprende un polipéptido de
ingenieria no derivarse de cualquier dominio de inmunoglobulina pero que funciona como una region de union al
proporcionar la unién a un biomolécula diana extracelular de alta afinidad de la inmunoglobulina. Este polipéptido de
ingenieria puede incluir opcionalmente andamios estructurales polipéptido que comprende o que consiste
esencialmente en las regiones determinantes de la complementariedad de las inmunoglobulinas, como se describe
en el presente documento.

También hay numerosas regiones de union de la técnica anterior que son Utiles para la orientacion polipéptidos a
tipos de células especificas a través de sus caracteristicas de uniéon de alta afinidad. En ciertas realizaciones, la
regiéon de union de las presentes proteinas se selecciona entre el grupo que incluye los dominios de un solo dominio
de anticuerpo (sdAbs), nanocuerpos, dominios de anticuerpo de cadena pesada derivados de camélidos
(V 1 fragmentos H), nanoanticuerpos bivalentes, de cadena pesada dominios de anticuerpos derivadas de peces
cartilaginosos, la inmunoglobulina nuevos receptores de antigenos (IgNARS), V nar fragmentos, variable de cadena
Unica (scFv), multimerizar fragmentos scFv (diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos), en tandem biespecifico
fragmentos scFv, estabilizado con disulfuro variable de anticuerpo (Fv fragmentos), estabilizado con disulfuro
fragmentos de unién a antigeno (Fab) que consisten en los dominios Vi, Vi, CLy Cxl, fragmentos divalentes F
(ab"2, fragmentos Fd que consiste en la cadena pesada y dominios Cnl, de cadena sencilla Fv-C 1 3 minicuerpos,
minicuerpos biespecificos, dimérica C 1 fragmentos 2 de dominio (C 1 2D), de unién a antigeno dominios Fc (Fcabs),
3 fragmentos aislados complementarios regién determinante de (CDR3), constrefiido regién marco 3, CDR3, regién
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marco 4 (FR3-CDR3-FR4) polipéptidos, pequefio immunopharmaceutical modular (SMIP) dominios, y cualquier
homélogos genéticamente manipuladas de los anteriores que retienen su paratopo y funcion de unién (véase,
Weiner L, Cell 148: 1081-4 (2012); . Ahmad Z et al, Clin Immunol 2012 Dev: 980.250 (2012), para una revision).

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la region de union incluye andamios estructurales alternativos disefiados
de dominios de inmunoglobulina que exhiben caracteristicas funcionales similares, tales como de alta afinidad y
unioén de biomoléculas diana especifico, y permite la ingenieria de caracteristicas mejoradas, tales como una mayor
estabilidad o reducido inmunogenicidad. Para ciertas realizaciones de las proteinas de la presente invencion, la
regién de unién comprende un andamio estructural alternativo seleccionado de entre el grupo que incluye el 10°
dominio disefiado de fibronectina tipo Il (10Fn3) derivado de fibronectina (monocuerpos, AdNectins™ o
AdNexins™); dominio disefiado de tenascina tipo Il derivado de tenascina (Centryns™); polipéptido disefiado gie
contiene el motivo de repeticion de anquirina (DARPins™); dominio A disefiado derivado de receptor de lipoproteina
de baja densidad (LDLR-A) (Avimers™), lipocalina (anticalinas), dominio Kunitz disefiado derivado de inhibidor de
proteasa; dominio Z disefiado derivado de Proteina A (Affibodies™); andamio estructural disefiado derivado de
gamma B cristalina o andamio estructural disefiado derivado de ubiquitina (Affilins); polipéptidos derivados de Sac7d
(Nanoffitins® o afitinas); dominio SH2 disefiado derivado de Fyn (Fynomers®); miniproteinas; andamios
estructurales de dominio del tipo lectina de tipo C, mimético de anticuerpo manipulado y cualquier homdélogo
genéticamente manipulado de cualquiera de los anteriores que retienen su funcionalidad de uniéon (Wérn A,
Plickthun A, J Mol Biol 305: 989-1010 (2001); Xu L et al., Chem Biol 9: 933-42 (2002); Wikman M et al, Protein Eng
Des Sel 17: 455-62 (2004); Binz H et al, Nat Biotechnol 23: 1257-1268 (2005); Hey T et al, Trends Biotechnol 23:
514-522 (2005); Holliger P, Hudson P, Nat Biotechnol. 23: 1126-1136 (2005); Gill D, Damle N, Curr Opin Biotech 17:
653-8 (2006); Koide A, Koide S, Methods Mol Biol 352: 95-109 (2007); Byla P et al, J Biol Chem 285: 12096 (2010);
Zoller F et al, Molecules 16: 2467-85 (2011)); Alfarano P et al, Protein Sci. 21: 1298-314 (2012); Madhurantakam C
et al, Protein Sci 21: 1015-1028 (2012); Varadamsetty G et al, J Mol Biol 424: 68-87 (2012)).

Entre ciertas realizaciones de la presente invencion, la regién de unién de tipo inmunoglobulina se deriva de una
nanoanticuerpo o de dominio Gnico de inmunoglobulina derivada de region V 1 H. Generalmente, nanoanticuerpos se
construyen a partir de fragmentos de anticuerpos de origen natural individuales, monoméricos dominio variable
(sdAbs) de el tipo que se encuentra en camélidos y peces cartilaginosos (Chondrichthyes). Nanoanticuerpos estan
disefiados a partir de estos anticuerpos de origen natural truncando el dominio variable sencillo, monomérico para
crear moléculas mas pequefias y mas estables, tales como, por ejemplo, construcciones IgNAR, ViH y Vnar. Debido
a su pequefio tamafio, nanoanticuerpos son capaces de unirse a los antigenos que no son accesibles a los
anticuerpos enteros.

Cualquiera de las regiones por encima de union puede ser utilizado como un componente de las moléculas dirigidas
a células de la presente invencién siempre que el componente de regiéon de unién tiene una constante de disociacion
de 10°a 1012 moles por litro, preferiblemente menor que 200 nanomolar (nM), hacia una biomolécula diana
extracelular.

El direccionamiento especifico de células se puede lograr uniendo moléculas de la presente invencién a la celda
portadores de orientacion, tales como materiales, por ejemplo, liposomas, polimeros, nanotransportadores,
microesferas, nanoesferas, dendrimeros, micelas poliméricas, de silicio o de carbono, tales como por ejemplo,
nanotubos, nanovaras y nanocuernos, nanoparticulas magnéticas, microemulsiones, y otras nanoestructuras (Sinha
R et al, Molecular Cancer Therapeutics 5: 1909-1917 (2006); L Brinton et al, Diario del Instituto Nacional del cancer
100: 1643-8 (2008. .); Tanaka T et al, Biomed Micro Devices 11: 49-63 (2009)). La unién puede llevarse a cabo
usando enlaces y/o encapsulacion covalentes.

Biomoléculas diana extracelulares

La regién de union de la molécula de la invencibn comprende una region de polipéptido capaz de unirse
especificamente a una biomolécula diana extracelular, preferiblemente que esta fisicamente acoplada a la superficie
de un tipo de célula de interés, tal como una célula de cancer, célula tumoral, célula plasmatica, célula infectada, o
célula huésped que alberga un patégeno intracelular.

El término "biomolécula diana" se refiere a una molécula biolégica, cominmente una proteina o una proteina
modificada por modificaciones post-traduccionales, tales como glicosilacion, que es capaz de unirse mediante una
regién de union para dirgir una proteina a un tipo de célula o localizacion especifica dentro de un organismo. Las
biomoléculas diana extracelulares pueden incluir varios epitopos, incluyendo polipéptidos no modificados,
polipéptidos modificados por la adicion de grupos funcionales bioquimicos y glicolipidos (véase por ejemplo la
patente de Estados Unidos 5.091.178; EP 2431743). Es deseable que una biomolécula diana extracelular se
internalice endégenamente o se fuerce facilmente para internalizar tras la interaccién con una molécula de la
invencion.

Para los propositos de la presente invencion, el término "extracelular" con respecto a la modificacion de una

biomolécula diana se refiere a una biomolécula que tiene al menos una parte de su estructura expuesta al medio
extracelular. Las biomoléculas diana extracelulares incluyen componentes de la membrana celular, proteinas de la
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zona transmembrana, biomoléculas ancladas a la membrana de las células, biomoléculas unidas a la superficie
celular y biomoléculas secretadas.

Con respecto a la presente invencion, la frase "acoplada fisicamente" cuando se usa para describir una biomolécula
diana significa interacciones intermoleculares covalentes y/o no covalentes que acoplan la biomolécula diana, o una
parte de la misma, al exterior de una célula, tal como una pluralidad de interacciones no covalentes entre la
biomolécula diana y la célula, donde la energia de cada interaccion individual es del orden de aproximadamente 1-5
kilocalorias (por ejemplo, enlaces electrostaticos, enlaces de hidrégeno, interacciones de Van der Walls, fuerzas
hidréfobas, etc. ). Todas las proteinas integrales de membrana se pueden encontrar acopladas fisicamente a una
membrana celular, asi como proteinas de membrana periféricas. Por ejemplo, una biomolécula diana extracelular
podria comprender una regién de la zona transmembrana, un anclaje lipidico, un anclaje de glicolipido, y/o puede
asociarse no covalentementemente (por ejemplo, a través de interacciones hidrofébicas no especificas y/o
interacciones de union de lipidos) con un factor que comprende cualquiera de los anteriores.

Las regiones de unién de las proteinas de la invencion pueden disefiarse o seleccionarse en base a numerosos
criterios, tales como la expresién especifica del tipo de célula de sus biomoléculas diana y/o la localizacion fisica de
sus biomoléculas diana con respecto a tipos de células especificos. Por ejemplo, ciertas moléculas dirigidas a
células de la presente invencién comprenden dominios de unién capaces de unir dianas de la superficie celular que
son expresadas exclusivamente por un solo tipo de células a la superficie celular. Esto permite que la eliminacion de
células selectivas de tipos de células especificas con una alta preferencialidad (al menos 3 veces un efecto
citotoxico) sobre tipos de células ‘"observadoras" que no expresan la biomolécula diana
extracelular. Alternativamente, la expresion de la biomolécula diana de la regidon de union puede ser no exclusiva
para un tipo de célula si la biomolécula diana extracelular se expresa en cantidades suficientemente bajas y/o se
acoplan fisicamente en cantidades bajas con tipos de células que no son reconocidas. Esto también permite la
eliminacion de células selectivas de tipos de células especificas con una alta preferencialidad (al menos 3 veces un
efecto citotdxico) sobre tipos de células "observadoras" que no expresan cantidades significativas de la biomolécula
diana extracelular o no se acoplan fisicamente a cantidades significativas de la biomolécula diana extracelular. Una
célula diana puede eliminarse utilizando las moléculas dirigidas a células, citotéxicas, de la invencion bajo
condiciones variadas de la célula, tales como cultivos ex vivo, in vitro, o incluyendo in vivo las células in situ en sus
ubicaciones nativas dentro de un organismo multicelular.

Las biomoléculas diana extracelular de la regién de unién de las proteinas de la invencion pueden incluir
biomarcadores sobreproporcionalmente o exclusivamente presentes en células cancerosas, células inmunitarias y
células infectadas con patdgenos intracelulares, tales como virus, bacterias, hongos, priones o protozoos.

La estructura general de las moléculas dirigidas a células de la presente invencién es modular en que varias
regiones de union diversas se pueden utilizar con el mismo polipéptido efector de la toxina Shiga resistente a la
escision por proteasa para proporcionar un direccionamiento diverso de varias biomoléculas diana extracelulares y
por lo tanto el direccionamiento de la citotoxicidad, la citostasis y/o liberacion de material exdgeno a varios tipos de
células diversas. Los polipéptidos efectores de la toxina Shiga resistentes a la escisidon por proteasa que no son
citotéxicos todavia pueden ser Utiles para liberar materiales exdgenos en las células, ciertos compartimentos
subcelulares y/o proporcionar direccionamiento subcelular eficiente al citosol. Opcionalmente, una molécula dirigida
a células de la invencion puede comprender ademas un motivo sefial de retencién/recuperacion endoplasmatico
carboxi terminal, tal como KDEL.

D. Motivo sefial de retencién/recuperacién de reticulo endoplasmatico de un miembro de la familia KDEL

Para los propésitos de la presente invencion, la frase "motivo sefial de retencidén/recuperacion de reticulo
endoplasmatico”, motivo sefial de tipo KDEL (SEQ ID NO: 62) o motivo sefial se refiere a cualquier miembro de la
familia KDEL ('KDEL' descrita como SEQ ID NO: 62) capaz de funcionar dentro de una célula eucariota para
promover la localizacién subcelular de una proteina al reticulo endoplasmatico a través de receptores KDEL (‘KDEL'
descrita como SEQ ID NO: 62).

La lisina-asparagina-glutamato-leucina carboxi terminal (KDEL (SEQ ID NO: 62)) secuencia es una canonica,
retencion en el reticulo endoplasmatico y motivo sefial de recuperacion para las proteinas solubles en células
eucariotas y es reconocido por los receptores de KDEL ( 'KDEL' divulgado como SEQ ID NO: 62) (véase, Capitani M,
Sallese M, FEBS Lett 583: 3863-71 (2009), para revisién). La familia KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO:
62) de la sefial de motivos incluye muchos motivos KDEL-como ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62), tal
como HDEL (SEQ ID NO: 64), RDEL ( SEQ ID NO: 66), WDEL (SEQ ID NO: 67), ydel (SEQ ID NO: 68), el tal6n
(SEQ ID NO: 70), quilla (SEQ ID NO: 71), REEL (SEQ ID NO: 72 ), KFEL (SEQ ID NO: 75), Kiel (SEQ ID NO: 87),
DKEL (SEQ ID NO: 88), KKEL (SEQ ID NO: 91), HNEL (SEQ ID NO: 95), HTel (SEQ ID NO: 96), KTEL (SEQ ID NO:
97), y HVEL (SEQ ID NO: 98), todos los cuales se encuentran en el extremo carboxi terminales de proteinas que se
sabe que son residentes de la luz del reticulo endoplasmico de organismos a través de mdltiples reinos filogenéticos
(Munro S, Pelham H, Cell. 48: 899-907 (1987); Raykhel | et al, J Cell Biol 179: 1193-204 (2007)). La familia motivo
sefial KDEL ('KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62) incluye el polipéptido al menos 46 variantes mostradas
usando construcciones sintéticas (Raykhel, J Cell Biol 179: 1193-204 (2007)). KDEL adicional (SEQ ID NO: 62)
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motivos sefial incluyen ALEDEL (SEQ ID NO: 109), HAEDEL (SEQ ID NO: 110), HLEDEL (SEQ ID NO: 111),
KLEDEL (SEQ ID NO: 112), IRSDEL ( SEQ ID NO: 113), ERSTEL (SEQ ID NO: 114), y RPSTEL (SEQ ID NO:. 115)
(Alanen H et al, J Mol Biol 409: 291-7 (2011)). Un motivo de consenso generalizado que representa la mayoria de los
motivos de sefial KDEL (SEQ ID NO: 62) ha sido descrito como [KRHQSA] - [DENQ] -EL (SEQ ID NO: 116). (Hulo N
et al, Nucleic Acids Res 34: D227-30 (2006)).

Las proteinas que contienen KDEL motivos de sefial familia ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62) estan
obligados por los receptores KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62) distribuidos por todo el complejo de
Golgi y transportados al reticulo endoplasmico por un microtibulos mecanismo dependiente para su liberacién en el
lumen del reticulo endoplasmico (Griffiths G et al, J Cell Biol 127: 1557-1574 (1994); Miesenbéck G, Rothman J, J
Cell Biol. 129: 309-19 (1995)). Los receptores KDEL ('KDEL' dan a conocer como SEQ ID NO: 62) dinamicamente
ciclo entre el reticulo endoplasmatico y complejo de Golgi (Jackson M et al, EMBO J 9:.. 3153-62 (1990); Schitze M
et al, EMBO J 13: 1696-1705 (1994)).

Para los propdsitos de la presente invencion, los miembros de la familia KDEL ('KDEL' dan a conocer como SEQ ID
NO: 62) incluyen motivos sefial sintética capaz de funcionar dentro de una célula eucariota para promover la
localizacién subcelular de una proteina al reticulo endoplasmatico a través de receptores KDEL ( 'KDEL' descrito
como SEQ ID NO: 62). En otras palabras, algunos miembros de la familia KDEL (‘'KDEL' dan a conocer como SEQ
ID NO: 62) podria no ocurrir en la naturaleza o ain no se han observado en la naturaleza, pero tienen o pueden
estar construido y verificado empiricamente usando procedimientos conocidos en la técnica ; véase, por ejemplo,
Raykhel | et al, J Cell Biol. 179: 1193-204 (2007).

Como componente de ciertas realizaciones de las moléculas de la invencién, el motivo sefial de tipo KDEL se
encuentra fisicamente, orientado, o dispuesto dentro de la molécula de tal manera que esta en carboxi terminal de
un componente de polipéptido o proteina.

A los efectos de las moléculas dirigidas a células de la presente invencion, el orden o la orientacion especifica no es
fijo para el polipéptido de la toxina efector Shiga y la célula-focalizacion, regién de unién en relacién el uno al otro o
de toda la proteina N-terminal (s ) y C-terminal (s) (véase por ejemplo la Figura 1). En las moléculas dirigidas a
células de la invencion, las regiones de unién, las regiones de polipéptidos de la toxina efectoras Shiga, y si esta
presente, cualquier resto molecular, puede unirse directamente el uno al otro y/o adecuadamente unidos entre si
mediante uno o méas enlazadores bien conocidos en la técnica.

E. Uniones que conectan componentes de las moléculas de la invencién

Restos moleculares individuales y polipéptido y/o componentes de proteina de la invencién, por ejemplo las regiones
de unién y regiones polipeptidicas toxina efector Shiga (que puede ser citotéxico y/o albergar una o mas mutaciones
alterar, reducir, o eliminar la actividad catalitica y/o citotoxicidad), puede ser adecuadamente unidos entre si
mediante uno o0 mas enlazadores bien conocidos en la técnica y/o descritos en el presente
documento. Subcomponentes de polipéptidos individuales de las regiones de union, por ejemplo, CDR, ABR,
V H regiones H, regiones variables de cadena pesada (V w ), regiones variables de cadena ligera (V L), las regiones
IgNAR, y/o V nar regiones, pueden estar enlazados convenientemente el uno al otro a través de uno o mas
enlazadores bien conocidos en la técnica y/o descritos en el presente documento (véase, por ejemplo Weisser N,
Hall J, Biotechnol Adv 27: 502-20 (2009); Chen X et al, Adv Drug Deliv Rev 65.: 1357-1369 (2013)). Los
componentes proteicos y polipéptidos de la invencion, por ejemplo, regiones de unién multi-cadena, puede ser
adecuadamente unidos entre si, a otros componentes de polipéptidos, y/o fracciones moleculares de la invencion
mediante uno o mas enlazadores conocidos en la técnica. Componentes peptidicos de la invencion, por ejemplo, la
familia KDEL motivos de sefial endoplasmatico reticulo de retencidn/recuperacion ( 'KDEL' da a conocer como SEQ
ID NO: 62), puede ser adecuadamente unidos a otro componente de la invencién mediante uno o mas enlazadores,
tales como un proteinaceo enlazador, que son bien conocidos en la técnica.

Los enlazadores adecuados son generalmente aquellos que permiten cada componente polipéptido de la invencion
a veces con una estructura tridimensional muy similar a los componentes polipeptidicos producidos individualmente
sin cualquier enlazador u otro componente. Los enlazadores adecuados incluyen acidos individuales aminoéacidos,
péptidos, polipéptidos, y enlazadores que carecen de cualquiera de los anteriores, tales como, por ejemplo, varias
cadenas de carbono no proteinaceos, ya sea ramificado o ciclico (véase, por ejemplo callejon S et al, Bioconjug
Chem. 19: 759-65 (2008)); Ducry L, Stump B, Bioconjug Chem 21: 5-13 (2010); Chen X et al, Adv Drug Deliv Rev 65:
1357-1369 (2013)).

Los enlazadores adecuados pueden ser proteinaceo y comprender uno o mas aminoacidos, péptidos y/o
polipéptidos. Los enlazadores proteicos son adecuados para ambas proteinas de fusiéon recombinantes y conjugados
unidos quimicamente. Un adaptador proteinaceo tiene tipicamente de aproximadamente 2 a aproximadamente 50
residuos de aminoacidos, tales como, por ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 30 o de
aproximadamente 6 a residuos de acido de aproximadamente 25 aminoacidos. La longitud del enlazador
seleccionado dependera de una variedad de factores, tales como, por ejemplo, para el que se esta seleccionando la
propiedad o propiedades deseado el enlazador (véase, por ejemplo Chen X et al, Adv Drug Deliv Rev. 65: 1357-

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2 717751713

1369 (2013)).

Los enlazadores adecuados pueden ser no proteinico, tal como, por ejemplo, enlazadores quimicos (véase, por
ejemplo Dosio F et al, toxinas 3: 848-83 (2011); Feld J et al, Oncotarget 4:.. 397-412 (2013)). Varios enlazadores no
proteinicos conocidos en la técnica se pueden usar para enlazar los polipéptidos efectores de toxina Shiga a restos
moleculares mayores de 20 kiloDaltons, tales como enlazadores cominmente usados para conjugar polipéptidos de
inmunoglobulina a polipéptidos heterélogos. Por ejemplo, los componentes polipeptidicos de las moléculas de la
presente invencién pueden estar ligados usando las cadenas laterales funcionales de sus residuos de aminoacidos y
restos de carbohidrato tales como, por ejemplo, un carboxi, amina, sulfhidrilo, &cido carboxilico, carbonilo, hidroxilo,
yl/o grupos de anillos ciclicos. Por ejemplo, enlaces disulfuro y enlaces tioéter se pueden usar para unir dos 0 mas
polipéptidos (véase, por ejemplo Fitzgerald D et al, Bioconjugate Chem. 1: 264-8 (1990); Pasqualucci L et al,
Haematologica 80: 546-56 (. 1995)). Ademas, los residuos de aminoacidos no naturales se pueden utilizar con otras
cadenas laterales funcionales, tales como grupos cetona (véase, por ejemplo Axup J et al, Proc Natl Acad Sci
Estados Unidos 109: 16101-6 (2012); Sun S et al., Chembiochem Jul 18 afios (2014); Tian F et al, Proc Natl Acad
Sci Estados Unidos. 111: 1766-1771 (2014)). Los ejemplos de enlazadores quimicos no proteicos incluyen, pero no
se limitan a N-succinimidil (4-yodoacetil) aminobenzoato, S- (N-succinimidilo) tioacetato (SATA), N-succinimidil-
oxicarbonil-cu-metil-a- (2 -pyridyldithio) tolueno (SMPT), N-succinimidil 4- (2-piridilditio) pentanoato (SPP),
succinimidil 4- (N-maleimidometil) carboxilato de ciclohexano (SMCC o MCC), sulfosuccinimidil (4-yodoacetil)
aminobenzoato, 4 -succinimidilo-oxicarbonil-a- (2-piridilditio) tolueno, sulfosuccinimidil-6- (a-metil-a- (piridilditiol) -
toluamido) hexanoato, N-succinimidil-3 - (- 2-piridilditio) -proprionate (SPDP) , succinimidil 6 (3 (- (- 2-piridilditio) -
proprionamido) hexanoato, sulfosuccinimidil 6 (3 (- (- 2-piridilditio) -propionamido) hexanoato, maleimidocaproil (MC),
maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonilo ( acido 3-maleimidobenzoico MC-vc-PAB), éster de N-
hidroxisuccinimida (MBS), derivados de alquilo alfa, sulfoNHS-ATMBA (sulfosuccinimidil N- [3- (acetiltio) -3-
metilbutiril-beta-alanina]), sulfodichol orphenol, 2-iminotiolano, 3- (2-piridilditio) propionil hidrazida, reactivo de
Ellman, acido dichlorotriazinic, y S- (2-tiopiridil) -L-cisteina (véase, por ejemplo Thorpe P et al, Eur J Biochem. 147:
197 -206 (1985); Thorpe P et al, Cancer Res. 47: 5924-31 (1987); Thorpe P et al, Cancer Res. 48: 6396-403
(1988); Grosshard M et al, Blood 79:. 576-85 (1992); Lui C et al, Proc Natl Acad Sci Estados Unidos 93:. 8618-23
(1996); . Doronina S et al, Nat Biotechnol 21: 778-84 (2003); Feld J et al, Oncotarget 4:. 397-412 (2013)).

Los enlazadores adecuados, si proteinico o no proteinico, puede incluir, por ejemplo, sensible a la proteasa, redox
ambiental potencial sensible, sensible al pH, escindibles, fotoescindible, y/o enlazadores sensibles al calor de acido
(véase por ejemplo Dosio F et al, toxinas. 3: 848-83 (2011); Chen X et al, Adv Drug Deliv Rev 65: 1357-1369 (2013);
Feld J et al, Oncotarget 4: 397-412 (2013)).

Los enlazadores proteicos pueden ser elegidos para la incorporacion en proteinas de fusion recombinantes de la
invencion. Por ejemplo, los polipéptidos componentes de la invencion o de sus subcomponentes pueden estar
unidas por uno o mas enlazadores que comprenden uno 0 mas aminodcidos, péptidos, y/o polipéptidos. Para las
proteinas de fusidn recombinantes de la invencidn, los enlazadores comprenden tipicamente de aproximadamente 2
a 50 residuos de aminoéacidos, preferiblemente de aproximadamente 5 a 30 residuos de aminoéacidos (Argos P, J Mol
Biol 211: 943-58 (1990); Williamson M, Biochem J 297: 240-60 (1994); George R, Heringa J, Protein Eng 15: 871-9
(2002); Kreitman R, AAPS J 8: E532-51 (2006)). Comunmente, los enlazadores proteicos comprenden una mayoria
de los residuos de aminoacidos con residuos polares, no cargados, y/o cargados, tales como, por ejemplo, treonina,
prolina, glutamina, glicina y alanina (véase, por ejemplo Huston J et al. Proc Natl Acad Sci Estados Unidos 85: 5879-
83 (1988); Pastan | et al, Annu Rev Med. 58: 221-37 (2007); Li J et al, Cell Immunol. 118:. 85-99 (1989); Cumber A et
al Bioconj Chem 3: 397-401 (1992); Friedman P et al, Cancer Res 53: 334-9 (1993); Whitlow M et al, Protein
Engineering 6:... 989-95 (1993); Siegall C et al, J Immunol 152: 2377-84 (1994); Newton et al Biochemistry 35:. 545-
53 (1996); Ladurner et al J Mol Biol 273:.. 330-7 (1997); Kreitman R et al, Leuk Lymphoma 52: 82-6 (2011), US
4.894.443). Los ejemplos no limitantes de enlazadores proteinaceos incluyen alanina-serina-glicina-glicina-prolina-
glutamato (ASGGPE) (SEQ ID NO: 117), valina-metionina (VM), alanina-metionina (AM), AM (G 2a4 S) x AM (SEQ ID
NO: 118), donde G es glicina, S es serina, y x €s un nimero entero de 1 a 10.

Los enlazadores proteicos pueden ser seleccionados en base a las propiedades deseadas. Los enlazadores
proteicos pueden ser elegidos por el experto en la materia con caracteristicas especificas en mente, como para
optimizar uno o mas de de la molécula de fusion de plegado, la estabilidad, la expresion, solubilidad, propiedades
farmacocinéticas, propiedades farmacodinamicas, y/o la actividad de los dominios fusionados en el contexto de un
constructo de fusién en comparacion con la actividad del mismo dominio por si mismo. Por ejemplo, enlazadores
proteinaceos pueden seleccionarse basandose en la flexibilidad, la rigidez, y/o de escision (véase, por ejemplo Chen
X et al, Adv Drug Deliv Rev. 65: 1357-1369 (2013)). El experto en la materia puede utilizar bases de datos y
herramientas de software de disefio enlazador al elegir enlazadores. Ciertos enlazadores se pueden elegir para
optimizar la expresién (véase, por ejemplo Turner D et al, J Immunol Methods 205:.. 43-54 (1997)). Ciertos
enlazadores pueden elegirse para promover las interacciones intermoleculares entre polipéptidos o proteinas
idénticas para formar homomultimeros o diferentes polipéptidos o proteinas para formar heteromultimeros. Por
ejemplo, enlazadores proteinaceas pueden ser seleccionados que permiten la deseados interacciones no covalentes
entre los componentes polipeptidicos de las moléculas de la invencion, tales como, por ejemplo, interacciones
relacionadas con los dimeros de formacion y otros multimeros de orden superior (ver por ejemplo, US 4.946.778).
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Los enlazadores proteicos flexibles son a menudo mayor que 12 residuos de aminoacidos de largo y rico en
residuos, no polar de aminoacidos pequefios, residuos de aminodacidos polares, y/o residuos de aminoacidos
hidrofilos, tales como, por ejemplo, glycines, serinas y treoninas (ver por ejemplo R Bird et al, Science 242:. 423-6
(1988); Friedman P et al, Cancer Res. 53: 334-9 (1993); Siegall C et al, J Immunol 152: 2377-84 (1994).
). Enlazadores proteicos flexibles pueden ser elegidos para aumentar la separacion espacial entre los componentes
y/o para permitir interacciones intramoleculares entre los componentes. Por ejemplo, diversos enlazadores "GS" son
conocidos por el especialista, y se componen de multiples glicinas y/o uno o0 mas serinas, a veces en unidades de
repeticion, tales como, por ejemplo, (G x S) n(SEQ ID NO: 119 ), (S x G) n (SEQ ID NO: 120), (GGGGS) n (SEQ ID
NO: 121), y (G) n (SEQ ID NO: 122), enlaque xesde 1 a6 y n es de 1 a 30 (véase por ejemplo WO 96/06641). Los
ejemplos no limitantes de enlazadores proteicos flexibles incluyen GKSSGSGSESKS (SEQ ID NO: 123),
GSTSGSGKSSEGKG (SEQ ID NO: 124), GSTSGSGKSSEGSGSTKG (SEQ ID NO: 125),
GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEQ ID NO: 126), EGKSSGSGSESKEF (SEQ ID NO: 127), SRSSG (SEQ ID NO:
128), y SGSSC (SEQ ID NO: 129).

Los enlazadores proteicos rigidos son a menudo estructuras rigidas alfa-helicoidales y rica en residuos de prolina y/o
uno o mas prolinas colocados estratégicamente (ver Chen X et al, Adv Drug Deliv Rev. 65: 1357-1369 (2013)). Los
enlazadores rigidos pueden ser elegidos para evitar interacciones intramoleculares entre los componentes.

Los enlazadores adecuados pueden ser elegidos para permitir la separacion in vivo de los componentes, tales como,
por ejemplo, debido a la escision y/o especifica del entorno inestabilidad (ver Dosio F et al, toxinas. 3: 848-83 (2011);
Chen X et al., Adv Drug Deliv Rev 65: 1357-1369 (2013)). In vivo enlazadores escindibles proteicos son capaces de
desvinculacion por el procesamiento proteolitico y/o reducir entornos a menudo en un sitio especifico dentro de un
organismo o dentro de un cierto tipo de célula (véase, por ejemplo Doronina S et al, Bioconjug Chem. 17: 144-24
(2006) ; Erickson H et al, Cancer Res 66: 4426-33 (2006)).. In vivo enlazadores escindibles proteicos a menudo
comprenden motivos sensible a la proteasa y/o enlaces disulfuro formados por uno o mas pares de cisteina (véase,
por ejemplo Pietersz G et al, Cancer Res 48: 4469-76 (1998); El J et al, J Immunol. Procedimientos 110: 101-9
(1998); ver Chen X et al, Adv Drug Deliv Rev 65: 1357-1369 (2013)). In vivo enlazadores proteicos escindibles
pueden ser disefiados para ser sensible a las proteasas que so6lo existen en ciertos lugares en un organismo, o
compartimentos dentro de una célula, y/o que se vuelven activos so6lo en ciertas condiciones fisiolégicas o
patolégicas (tales como, por ejemplo, proteasas con niveles anormalmente altos, proteasas sobreexpresados en
ciertos sitios de la enfermedad, y proteasas expresadas especificamente por un microorganismo patégeno). Por
ejemplo, hay enlazadores proteicos conocidos en la técnica que son escindidos por proteasas presentes solamente
intracelularmente, las proteasas presentes sélo dentro de determinados tipos de células, y las proteasas presentes
s6lo en condiciones patoldgicas, como el cancer o la inflamacion, tales como, por ejemplo, RXXR motivo y
AMGRSGGGCAGNRVGSSLSCGGLNLQAM ( SEQ ID NO: 116).

En ciertas realizaciones de las moléculas de la invencion, un enlazador puede ser utilizado que comprende uno o
mas sitios sensible a proteasas para proporcionar para la escision por una proteasa presente dentro de una célula
diana. En ciertas realizaciones de las moléculas de la invencién, un enlazador puede ser utilizado, que no es
escindible para reducir la toxicidad no deseada después de la administracion a un organismo vertebrado (véase, por
ejemplo Polson et al, Cancer Res. 69: 2358- (2009)).

Los enlazadores adecuados pueden incluir, por ejemplo, sensible a la proteasa, redox ambiental potencial sensible,
sensible al pH, escindible acido, fotoescindible, y/o enlazadores sensibles al calor, ya sea proteinico o no proteinico
(ver Chen X et al, Adv Drug Deliv Rev 65.: 1357-1369 (2013)).

Los enlazadores escindibles adecuados pueden incluir enlazadores que comprenden grupos escindibles que son
conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, enlazadores sefialadas por Zarling D et al, J Immunol 124:. 913-20
(1980); Jung S, Moroi M, Biochem Biophys Acta 761: 152-62 (1983); Bouizar Z et al, Eur J Biochem 155:. 141-7
(1986); Parque L et al, J Biol Chem. 261: 205-10 (1986); Browning J, Ribolini A, J Immunol 143: 1859-1867
(1989); Joshi S, Burrows R, J Biol Chem 265: 14518-25 (1990).

Los enlazadores adecuados pueden incluir enlazadores sensibles al pH. Por ejemplo, ciertos enlazadores
adecuados pueden ser elegidos por su inestabilidad en entornos de pH mas bajos para proporcionar para la
disociacién dentro de un compartimiento subcelular de una célula diana. Por ejemplo, enlazadores que comprenden
uno o mas grupos tritilo, grupos tritilo derivatizados, grupos bismaleimideotoxi propano, grupos de dihidrazida de
acido adipico, y/o grupos de transferrina de acido labil, pueden proporcionar la liberacién de componentes de la
invencion, por ejemplo un componente polipéptido, en entornos con intervalos de pH especificos (véase, por ejemplo
Welhéner H et al, J Biol Chem. 266:. 4309-14 (1991); Fattom A et al, Infect Immun 60: 584-9 (1992)). Ciertos
enlazadores se pueden elegir que se escinden en intervalos de pH que corresponden a diferencias de pH fisiol6gicos
entre los tejidos, tales como, por ejemplo, el pH del tejido tumoral es menor que en los tejidos sanos (ver por
ejemplo, US 5.612.474).

Los enlazadores fotoescindibles son enlazadores que se esciden después de la exposicién a la radiacion

electromagnética de ciertos intervalos de longitud de onda, tales como luz en el rango visible (véase, por ejemplo
Goldmacher V et al, Bioconj Chem. 3: 104-7 (1992)). Los enlazadores fotoescindibles se pueden usar para liberar un
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componente de una molécula de la invencién, por ejemplo un componente de polipéptido, tras la exposicién a la luz
de determinadas longitudes de onda. Los ejemplos no limitantes de enlazadores fotoescindibles incluyen un grupo
nitrobencilo como grupo protector fotoescindible para cisteina, retculadores de cloruro de nitrobenciloxicarbonilo,
copolimero de hidroxipropilmetacrilamida, copolimero de glicina, copolimero de fluoresceina y copolimero de
metilrodamina (Hazum E et al., Pept Proc Eur Pept Symp. 16a, Brunfeldt K, ed, 105-110 (1981); Senter et al,
Photochem Photobiol 42: 231-7 (1985); Yen et al, Makromol Chem. 190:. 69-82 (1989); Goldmacher V et al, Bioconj
Chem. 3: 104-7 (1992)). Los enlazadores fotoescindibles pueden tener usos particulares en la unién de
componentes para formar moléculas de la invencién disefiada para el tratamiento de enfermedades, trastornos y
afecciones que pueden ser expuestas a la luz utilizando fibra 6ptica.

En ciertas realizaciones de las moléculas de la invencién, un resto dirigido a las células, por ejemplo, una region de
unién, se une a una region del polipéptido efector de la toxina Shiga usando cualquier nimero de medios conocidos
para el experto, incluyendo enlaces covalentes y no covalentes (véase, por ejemplo . Chen X et al, Adv Drug Deliv
Rev 65: 1357-1369 (2013); Behrens C, Liu B, MAbs 6: 46-53 (2014)).

En ciertas realizaciones de las moléculas de la invencion, la molécula comprende una regiéon de unioén dirigida a
células que es un scFv con un enlazador que conecta un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio
variable de cadena ligera (VL). Hay numerosos enlazadores conocidos en la técnica adecuados para este propoésito,
tales como, por ejemplo, el péptido de 15 residuos (GlysSer)s (SEQ ID NO: 130). Los enlazadores de scFv
adecuados que pueden ser utilizados en la formacién de estructuras multivalentes no covalentes incluyen GGS,
GGGS (GlysSer 0 GsS) (SEQ ID NO: 131), GGGGS (GlysSer 0 G4S) (SEQ ID NO: 132), GGGGSGGG (SEQ ID NO:
133), GGSGGGG (SEQ ID NO: 134), GSTSGGGSGGGSGGGGSS (SEQ ID NO: 135), vy
GSTSGSGKPGSSEGSTKG (SEQ ID NO: 136) (Pluckthun A, Pack P, Immunotechnology 3: 83 -105 (1997); Atwell J
et al, Protein Eng. 12: 597-604 (1999); Wu A et al, Protein Eng. 14: 1025-1033. (2001); Yazaki P et al, J Immunol
Methods 253: 195-208 (2001); Carmichael J et al, J Mol Biol 326: 341-51 (2003); Arndt M et al, FEBS Lett 578:. 257-
61 (2004); Bie C et al, World J Hepatol 2: 185-91 (2010)).

La unién de los componentes de las moléculas de la invencion puede ser mediante cualquier procedimiento
actualmente conocido en la técnica para llevarlo a cabo, siempre que la unién no impida sustancialmente la
internalizacion celular de la molécula y/o la funcién o funciones deseadas del efector de toxina de la region del
polipéptido efector de la toxina Shiga, tal como se mide por un ensayo apropiado, incluyendo los ensayos como se
describe en el presente documento.

Para los objetivos de las moléculas dirigidas a células de la presente invencion, el orden o la orientacion especifica
no es fijo para la region del polipéptido efector de la toxina Shiga y la regién de union en relacion la una a la otra o
toda la molécula (ver por ejemplo, Figura 1) a menos que especificamente se indique lo contrario. Los componentes
de las moléculas dirigidas a células de la presente invencién pueden estar dispuestos en cualquier orden siempre
gue las actividades deseadas de la regién de unién y el polipéptido efector de la toxina Shiga no se eliminen. Las
actividades deseadas incluyen proporcionar a la molécula con la capacidad, por ejemplo, de unirse a células que
expresan la diana, inducir la internalizacion celular, causar citostasis, causar citotoxicidad, y/o liberar materiales
exogenos a los interiores de las células.

En algunas de las realizaciones anteriores de las moléculas de la invencion, el polipéptido efector de la toxina Shiga,
el resto molecular, y opcionalmente, el motivo sefial de retencién/recuperacion del reticulo endoplasmico pueden
estar directamente unidos entre si y/o adecuadamente unidos entre si a través de una o mas secuencias de
polipéptidos intermedias, tales como con uno o mas enlazadores bien conocidos en la técnica y/o descritos en el
presente documento. En las realizaciones anteriores de las moléculas dirigidas a células de la invencion, las
regiones del polipéptido efector de la toxina Shiga, las regiones de unién, y otros componentes presentes en ciertas
realizaciones (por ejemplo, resto molecular y/o motivo sefial de retencidn/recuperacion del reticulo endoplasmatico)
pueden estar directamente unidos el uno al otro y/o unidos adecuadamente entre si a través de una o mas
secuencias de polipéptidos intermedios, tales como con uno o mas enlazadores bien conocidos en la técnica y/o
descritos en el presente documento.

Il. Ejemplos de variaciones estructurales especificas de componentes de moléculas de la invencién

En ciertas realizaciones, la region del polipéptido efector de la toxina Shiga de las moléculas de la presente
invencién comprende o consiste esencialmente en una subunidad A de la toxina Shiga truncada, tal como se define
en las reivindicaciones. Los truncamientos de la subunidad A de la toxina de tipo Shiga son cataliticamente activos,
capaz de inactivar los ribosomas enzimaticamente in vitro, y citotdxicos cuando se expresan dentro de una célula
(LaPointe P et al, J Biol Chem 280: 23310-18 (2005); Di R et al., Toxicon 57: 525-39 (2011)). Se mostré que el
fragmento de la subunidad A de la toxina Shiga truncado carboxi terminal compuesto de los residuos 1-240 de Slt-1A
mostraba citotoxicidad completa cuando se expresé en el reticulo endoplasmatico de una célula eucariota, ya que el
residuo de leucina en la posicion 240 se requiere una construccion de subunidad A de la toxina Shiga truncada
carboxi terminal para retrotranslocarse eficazmente al citosol de una célula eucariota (LaPointe P et al, J Biol Chem
280: 23310-18 (2005)). Del mismo modo, se mostrd que el fragmento de subunidad A de la toxina Shiga truncada
carboxi terminal compuesto de residuos 1-239 de Stx2A mostraba citotoxicidad completa cuando se expresaba en el
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reticulo endoplasmatico de una célula eucariota (Di R et al, Toxicon 57: 525-39 (2011)).

Entre ciertas realizaciones, la region de polipéptido toxina efector Shiga de una molécula de la presente invencion
comprende o consiste esencialmente en los aminoacidos 75 a 240 de SLT-1A (SEQ ID NO: 1) o stxA (SEQ ID NO:
2) o que comprende 0 que consiste esencialmente en los aminoacidos 75 a 239 de SLT-2A (SEQ ID NO: 3). Otras
formas de realizacion son moléculas que comprenden un polipéptido toxina efector Shiga que comprende o consiste
esencialmente en los aminoéacidos 1 a 240 de SLT-1A (SEQ ID NO: 1) o stxA (SEQ ID NO: 2) o que comprende o
que consiste esencialmente en los aminoacidos 1 a 239 de SLT-2A (SEQ ID NO: 3). Otras formas de realizacion son
moléculas que comprenden un polipéptido toxina efector Shiga que comprende o consiste esencialmente en los
aminoéacidos 1 a 240 de SLT-1A (SEQ ID NO: 1) o stxA (SEQ ID NO: 2), asi como uno o mas aminoacidos carboxi -
terminal de la posicion 240, pero no carboxi terminal de la posicion 250; y, de manera similar, otras formas de
realizaciébn son moléculas que comprenden un polipéptido toxina efector Shiga que comprende o consiste
esencialmente en los aminoacidos 1 a 239 de SLT-2A (SEQ ID NO: 3), asi como uno o mas aminodcidos carboxi
terminal de la posicion 239 pero no carboxi terminal de la posicion 249.

Entre ciertas realizaciones, la region de polipéptido toxina efector Shiga de una molécula de la presente invencion
comprende o consiste esencialmente en los aminoacidos 1 a 251 de SLT-1A (SEQ ID NO: 1) o stxA (SEQ ID NO: 2)
0 que comprende o que consiste esencialmente en los aminoacidos 1 a 250 de SLT-2A (SEQ ID NO: 3), en el que
residuo de acido al menos un amino se interrumpe en el motivo escision por furina en el extremo carboxi terminal de
la toxina Shiga regi6n derivada fragmento Al. Otras formas de realizacién son moléculas que comprenden una
resistente a escision por proteasa, Shiga region toxina efector que comprende o consiste esencialmente en los
aminoacidos 1 a 261 de SLT-1A (SEQ ID NO: 1) o stxA (SEQ ID NO: 2) o que comprende o consiste esencialmente
en los aminoécidos 1 a 260 de SLT-2A (SEQ ID NO: 3), en el que residuo de acido al menos un amino se interrumpe
en el motivo escision por furina en el extremo carboxi terminal de la toxina Shiga regién derivada fragmento Al.

Entre ciertas realizaciones de las moléculas dirigidas a células de la presente invencién, la molécula dirigida a
células comprende una region de union derivado de un polipéptido de tipo inmunoglobulina seleccionado por
especifico y de alta afinidad de unién a un antigeno de superficie en la superficie celular de una célula de cancer ,
donde el antigeno estéa restringido de expresion a las células cancerosas (véase Glokler J et al, las moléculas 15:
2478-90 (2010); Liu Y et al, Lab chip de 9:.. 1033-6 (2009)). De acuerdo con otras formas de realizacion, se
selecciona la region de union para especifico y de alta afinidad de unién a un antigeno de superficie en la superficie
celular de una célula cancerosa, donde el antigeno es sobre-expresado o preferencialmente expresado por las
células cancerosas en comparacion con las células no cancerosas. Algunas biomoléculas diana representativos
incluyen, pero no se limitan a, los siguientes objetivos enumerados asociados con canceres y/o tipos de células
inmunes especificos.

Existen muchas regiones de union de tipo inmunoglobulina que reconocen epitopos asociados con células
cancerosas en la técnica anterior, tales como las regiones que se dirigen a CD4, CD20 (proteina de antigeno de
linfocitos B CD20), CD22, CD25 (receptor de interleucina 2 IL2R), CD30 (unién TNFRSF8), CD38 (ciclico ADP ribosa
hidrolasa), CD40, CD44 (receptor de hialuronano), CD71 (receptor de transferrina), CD73, CD79, endoglina (FIN o
CD105), CD200, célula basal molécula de adhesién (B-CAM o CD239), CD248 (endosialina o TEM1), proteina de
antigeno carcinoembrionario (CEA), la condroitina sulfato proteoglicanos 4 (CSP4, MCSP, o NG2), factor de
crecimiento epidérmico receptor (EGFR/ErbB1), receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HER2/Neu/ErbB2/CD340), Efrina receptor de tipo-B 2 (EphB2), molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM),
proteina de activacion de fibroblastos (FAP/seprasa), activados por proteasa-receptores (tales como PARI), virus de
la polio de tipo receptor 4 (PVRL4) , B3 antigeno de melanoma, antigeno de melanoma B4, proteina de antigeno de
membrana especifico de la prostata (PSMA), y tumor-Associa transductores de la sefial de calcio TED (TACSTDs)
(véase, por ejemplo Lui B et al, Cancer Res. 64: 704-10 (2004); Bagley R et al, Int J Oncol 34:. 619-27 (2009); Beck
A et al, Nat Rev Immunol. 10: 345-52 (2010); Andersen J et al, J Biol Chem 287:. 22927-37 (2012); . Nolan-Stevaux
O et al, PLoS One 7: €50920 (2012); Rust S et al, Cancer Mol 12: 11 (2013)). Esta lista de biomoléculas diana esta
destinado a ser no limitativo. Se apreciara por el experto en la materia que cualquier biomolécula diana deseada
asociado con una célula de cancer o de otro tipo de célula deseado se puede usar para disefiar o seleccionar una
region de unién para ser acoplado con la region toxina efector Shiga para producir una molécula de la invencién.

Ejemplos de otros biomoléculas diana que estan fuertemente asociadas con células de cancer y han regiones de
unién de tipo inmunoglobulina sabe que se unen ellos incluyen CD19 (proteina de antigeno de linfocitos B CD19),
CD21 (receptor del complemento-2 o complementan receptor 3d), CS1 (familia SLAM ndimero 7 o SLAMF7), CD26
(dipeptidil peptidasa-4, DPP4, o adenosina desaminasa complejante proteina 2), CD33 (sialico de unién a acido de
tipo inmunoglobulina lectina-3), CD52 (CAMPATH-1 antigeno), CD56, CD133 (prominin -1), moléculas de adhesion
celular basal (BCAMs o Lutheran glicoproteinas de grupos sanguineos, antigeno tumoral vesical (BTA), antigeno de
cancer de testiculo-NY-ESO-1, las proteinas LAGE antigeno de cancer de testiculo, de la superficie celular A33
proteina de antigeno (gpA33), hepatocitos receptor del factor de crecimiento (HGFR o c-Met), Epstein-Barr proteinas
antigeno del virus, el antigeno de proteina asociado a melanoma 1 (MAGE-1), antigeno 3 asociado a melanoma
(MAGE-3), proteinas GAGE /PAGE (melanoma asociado cancer/antigenos de testiculo), proteinas BAGE (antigenos
B de melanoma), mucinas (tales como MUC1 y antigeno de cancer 125 (-125 CA)), expresados preferentemente de
antigeno de melanoma (PRAME) proteinas, antigeno de melanoma reconocido por células T 1 proteina (MART-
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1/MelanA), proteina de antigeno especifico de préstata (PSA), antigeno de células madre de prostata proteina
(PSCA), receptor para la glucosilacién avanzada Endroducts (RAGE), glicoproteina asociada a tumor 72 (TAG-72), y
el antigeno de tumor de Wilms.

Ejemplos de otros biomoléculas diana que estan fuertemente asociadas con células de cancer son, anhidrasa
carbonica IX (CA9/CAIX), proteinas de unién a folato (FBPs y receptores de folato), gangliésido GD2, gangliésido
GD3, gangliésido GM2, receptores del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR) , integrinas alfa-V beta-3
(av B 3), integrinas alfa-V beta-5 (a v B5), integrinas alfa-5 beta-1 (a s B 1), receptor tirosina-proteina cinasa erb-3 ,
similar a la insulina factor de crecimiento 1 receptor (IGF1R), tipo-A ephrin receptor 3 (EphA3), tumor necrosis
receptor del factor de 10A (TRAIL-R1/DR4), receptor del factor de necrosis tumoral 10B (TRAIL-R2), activador del
receptor del nuclear factor de kappa B (RANK), tenascina C, claudin proteinas (CLDN3, CLDN4), mesotelina
(MSLN), y CD64 (Fc? RI) (véase, Hough C et al, Cancer Res 60: 6281-7 (2000); Thepen T. et al, Nat Biotechnol. 18:
48-51 (2000); Pastan | et al, Cancer Nat Rev 6: 559-65 (2006); Pastan, Annu Rev Med. 58: 221-37 (2007); Fitzgerald
D et al., Cancer Res 71: 6300-9 (2011); Scot . t A et al, Cancer Immun 12: 14-22 (2012)). Esta lista de biomoléculas
diana esta destinado a ser no limitativo.

Ademas, existen numerosos otros ejemplos de contempladas, biomoléculas diana, como la proteina de melanocitos
PMEL (gp100), tirosinasa humana, proteina relacionada con la tirosinasa-1 (TYRP1 o TRP1), proteina relacionada
con tirosinasa 2 (TRP-2), lysophosphatidiglycerol aciltransferasa 1 (LPGAT1/IAA0205), proteinas SART, ADP-
ribosyltransferases (ART1, ART4), aspartil humana (asparaginil) beta-hidroxilasa (HAAH), tipo-A ephrin receptor 2
(EphA2), receptor tirosina-proteina quinasa erbB-3, antigeno asociado a la tirosinasa (TAA), romper clister punto
region-c-abl oncogén (BCR-ABL) proteinas, metaloproteinasas de ADAM (por ejemplo, ADAM-9, ADAM-10, ADAM-
12, ADAM-15, ADAM-17), alfa- antigeno fetoproteina proteina 17-Al, los antigenos de estroma de médula ésea
(BST1, BST2), CD2, CD3 (células T co-receptor), CD7, CD15, CD23 (FC epsilon RIl), CD53, CD88 (complemento
componente 5a receptor 1) , CD129 (interleucina 9 receptor), CD183 (receptor de quimioquinas CXCR3), CD191
(CCR1), CD193 (CCR3), CD244 (Natural Killer Cell receptor 2B4), CD294 (GPR44), CD305 (leu kocyte asociada
similar a inmunoglobulina del receptor 1), C3aR (receptores del complemento componente 3a), FceRla, galectina-9,
proteina-14 (MRP-14), Siglecs (lectinas de unién a acido sialico relacionados mieloides de tipo inmunoglobulina),
CD49d, CD13, CD54 (molécula de adhesién intercelular 1), CD63 (tetraspanin), CD69, CD123 (interleucina-3
receptor), CD284 (receptor Toll-like 4), FceRla, lisosoma asociada a proteinas de membrana (lamparas, tales como
CD107), CD203c, CD14, CD15 (Lewis X o etapa especifica de antigeno embrionario 1) receptores scavenger, (tales
como CD64 y CD68), CD80, CD86, CD115 (factor estimulante de colonias 1 receptor), F4/80, similar a una
inmunoglobulina transcripcion ILT-3 , integrinas (como CD11a-c), CD195 (receptor de quimiocina CCR5), CD282
(toll-like receptor 2), syndecans (tales como SDC1 o CD138), y CD225 (transmembrana de proteina inducida por
interferon 1) (véase, Scott A et al, Cancer Immun. 12: 14 (2012)); . Cheever M et al, Clin Cancer Res 15: 5323-37
(2009), para biomoléculas diana y tenga en cuenta las moléculas diana descritas en la misma son ejemplos no
limitantes). Se apreciara por el experto en la materia que cualquier biomolécula diana deseada se puede usar para
disefiar o seleccionar una region de union para ser acoplado con un resistente a la escision por proteasa, toxina
Shiga region efectora para producir una molécula de la invencion.

En ciertas realizaciones, la regién de unién comprende o consiste esencialmente en un polipéptido de tipo
inmunoglobulina seleccionado por la unién especifica y de alta afinidad a la superficie celular de un tipo de célula del
sistema inmunitario. Por ejemplo, los dominios de unién de tipo inmunoglobulina son conocidos porque se unen a
CD1, CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD7, CD8, CD9, CD10, CD11, CD12, CD13, CD14, CD15, CD16, CD17, CD18,
CD19 , CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD25, CD26, CD27, CD28, CD29, CD30, CD31, CD33, CD34, CD35,
CD36, CD37, CD38, CD40, CD41, CD56, CD61, CD62, CD66, CD95 , CD117, CD123, CD235, CD146, CD326,
receptor de interleucina 2 (IL-2R), activador del factor nuclear kappa B (RANKL) receptor, proteina asociada a SLAM
(SAP), y TNFSF18 (ligando del factor de necrosis tumoral 18 o GITRL).

Para ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células comprende o consiste esencialmente en el polipéptido
mostrado en una cualquiera de SEQ ID NOs: 50-61. Estas realizaciones de moléculas dirigidas a células, citotéxicas,
que se unen a CD20 resistente a la escisidn por proteasa pueden usarse para tratar y/o diagnosticar el cancer de
hueso, leucemia, linfoma, melanoma, mieloma, amiloidosis, espondilitis anquilosante, asma, enfermedad de Crohn,
diabetes, rechazo de injerto, enfermedad de injerto contra huésped, tiroiditis de Hashimoto, sindrome urémico
hemolitico, enfermedad relacionada con el VIH, lupus eritematoso, esclerosis mudltiple, poliarteritis nodosa,
poliartritis, psoriasis, artritis psoriasica, artritis reumatoide, esclerodermia, choque séptico, sindrome de Sjogren,
colitis ulcerosa y/o vasculitis.

En ciertas realizaciones, la region de uniéon comprende o consiste esencialmente en un ligando seleccionado para
dirigir un receptor extracelular. Algunos ligandos representativos incluyen, pero no se limitan a, las siguientes
proteinas morfogenéticas éseas e inhibidor de activina unido a la membrana BAMBI (también conocido como
TGFBR), CD137L (también conocido como 41BB), receptor sefiuelo 3 DcR3 (también conocido como TR6 y
TNFRSF6B), secuencias relacionadas con el polipéptido MHC de clase | (por ejemplo, MICA, MICB), ligandos de
NKG2D (por ejemplo, ULBP1, ULBP2, ULBP3 y ULBP4-6) y factor de necrosis tumoral TWEAK (también conocido
como TNFSF12 y APO3L). Para mas ligandos de ejemplos no limitativos, véase la Tabla 5 en los Ejemplos.
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Entre ciertas realizaciones de las moléculas dirigidas a células de la presente invencion, la regién de unién es una
region derivada de inmunoglobulina de dominio Unico ViH que exhibe union de alta afinidad especificamente a
HERZ2, tal como se deriva de una regién variable de dominio Unico de la proteina 5F7 del anticuerpo de camélido
(VuH), tal como se describe en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos 2011/0059090.

En ciertas realizaciones, las moléculas que se dirigen a células de la presente invencion comprenden la region de
unién de tipo inmunoglobulina que comprende o que consiste esencialmente en los aminoacidos 270-513 de la SEQ
ID NO: 50, 261-512 de la SEQ ID NO: 51, 270-514 de SEQ ID NO: 52, 0 279 a 522 de la SEQ ID NO: 53, todos los
cuales exhiben la unién especifica con alta afinidad a CD20 humano.

En ciertas realizaciones, las moléculas dirigidas a células de la presente invencion comprenden la region de union de
tipo inmunoglobulina que comprende o que consiste esencialmente en los aminoacidos 267-384 de la SEQ ID NO:
54, 269-512 de la SEQ ID NO: 58, 0 269- 403 de la SEQ ID NO: 61, todos los cuales exhiben la unién especifica con
alta afinidad a HER2 humano.

En ciertas realizaciones, las moléculas dirigidas a células de la presente invencion comprenden el ligando
polipéptido que comprende o que consiste esencialmente en los aminoacidos 269-401 de la SEQ ID NO: 56, que
exhibe la unién especifica con alta afinidad a receptor de interleucina 2 (receptor de IL-2) humano.

En ciertas realizaciones, las moléculas dirigidas a células de la presente invencion comprenden la region de union de
tipo inmunoglobulina que comprende o que consiste esencialmente en los aminoacidos 269-508 de la SEQ ID NO:
57, que exhibe la unién especifica con alta afinidad a CD38 humano.

En ciertas realizaciones, las moléculas dirigidas a células de la presente invencién comprenden la regién de union de
tipo inmunoglobulina que comprende o que consiste esencialmente en los aminoacidos 269-516 de la SEQ ID NO:
59, que exhibe la unién especifica con alta afinidad a CD19 humano.

En ciertas realizaciones, las moléculas dirigidas a células de la presente invencion comprenden la region de union de
tipo inmunoglobulina que comprende o que consiste esencialmente en los aminoacidos 269-518 de la SEQ ID NO:
60, que exhibe la unién especifica con alta afinidad a CD74 humano.

Esta dentro del alcance de la presente invencion el uso de fragmentos, variantes, y/o derivados de las moléculas de
la presente invencién que contienen un sitio de unién biomolécula diana extracelular funcional, e incluso mas
preferiblemente capaz de unirse a la biomolécula diana con alta afinidad ( por ejemplo, como se muestra por
K p). Por ejemplo, aunque la invencién proporciona secuencias de polipéptidos que se puede unir a proteinas
humanas: CD20, HER2, receptor de IL-2, CD38, CD19, y CD74, cualquier regiéon de union que se une a una
biomolécula diana, expresada preferentemente en una superficie celular, con una constante de disociacién de 10 ° a
10 "2 moles por litro, preferiblemente menos de 200 nM, puede estar sustituido para uso en la fabricacion de
moléculas dirigidas a células de la invencion y procedimientos de la invencion.

Ill. Funciones generales de las moléculas de la invencién

La presente invencién proporciona varios citotoxicos, moléculas dirigidas a células que comprenden resistente a la
escision por proteasa, toxina Shiga A polipéptidos efectores de subunidades, que son Utiles para aplicaciones de
diagndstico terapéutico y/o. La toxina Shiga derivados, dirige a una célula moléculas de la presente invencion puede
ser disefiado para tener citotoxicidad dptima, es decir, equivalente a una molécula dirigida a células que comprende
una de tipo salvaje, polipéptido toxina Shiga efector pero con mejoras con respecto a ciertas moléculas dirigidas a
células que comprenden proteasa -cleavage, de tipo salvaje sensible, los polipéptidos efectores de la toxina Shiga
(por ejemplo, moléculas de células dirigidas que comprenden carboxi terminal, célula de metas de regiones de
union). La resistente a la escision por proteasa, las moléculas de la toxina Shiga una subunidad derivada
proporcionados en este documento tienen usos, por ejemplo, para la destruccidn de células diana, la entrega de
materiales exdgenos en tipos de células especificos, la obtencion de informacién de diagnéstico, y como agentes
terapéuticos para el tratamiento de una variedad de enfermedades, trastornos, y condiciones, incluyendo canceres,
trastornos del sistema inmunitario, y las infecciones microbianas.

La unién de regiones de unioén dirigidas a células con los polipéptidos efectores de la toxina Shiga resistente a la
escisién por proteasa permite la ingenieria de terapias y diagndsticos con caracteristicas mejoradas, tales como, por
ejemplo, célula de metas de moléculas con mayor estabilidad molecular y mejorado, tolerancia in vivo. La
interrupcion del motivo escision por furina en el extremo carboxi de la regién del fragmento Al toxina Shiga en toxina
Shiga A polipéptidos subunidad efectoras reduce de escisién de furina en el motivo y podria reducir la escision por
otras proteasas lado de furina, tales como, por ejemplo, tripsina y extracelular proteasas comuin en el sistema
vascular de los vertebrados. La interrupcién del motivo escision por furina en el extremo carboxi de la region del
fragmento Al toxina Shiga en toxina Shiga A polipéptidos subunidad efectoras permite la ingenieria de moléculas
dirigidas a células con células de tipo direccionamiento especifico de toxina Shiga citotoxicidad comparable en
potencia a Cell- moléculas de direccionamiento comprenden escisién por furina, polipéptidos toxina efectoras
sensibles Shiga pero con perfiles de toxicidad mejorados después de la administracion a un vertebrado frente a
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ciertas moléculas dirigidas a células que comprenden una escisién por proteasa sensible, de tipo salvaje, los
polipéptidos efectores de la toxina Shiga. Ciertas moléculas de la presente invencion exhiben reducidos efectos
nocivos (por ejemplo, toxicidad no especifica) después de la administracion a vertebrados, en comparaciéon con
moléculas dirigidas a células que comprenden de tipo salvaje, polipéptidos toxina efectoras Shiga y podria exhibir
una estabilidad mejorada durante la produccion, el almacenamiento y la administracion.

A. Reduccion de la sensibilidad de la escisién por proteasa de polipéptidos efectores de la subunidad A de la toxina
Shiga manteniendo al mismo tiempo eficiente un direccionamiento intracelular eficiente y una citotoxicidad potente

Anteriormente, se creia que citotdxico toxina Shiga A Subunidad construcciones que comprenden fragmento Al
toxina Shiga regiones cataliticas debe mantener o de alguna manera compensar el procesamiento proteolitico de
origen natural por la furina en las células intoxicadas con el fin de preservar la citotoxicidad eficiente y
potente. Inesperadamente, se descubri6 que el evento de escision de furina no era necesario para potente
citotoxicidad porque potente citotoxicidad de la toxina Shiga en el nivel de un tipo salvaje, Shiga construccion de
control toxina se logro en la ausencia de un acontecimiento del de escision de furina diana mediada por células en el
extremo carboxi del fragmento Al toxina Shiga pesar de la presencia de un relativamente grande (mayor que 28
kDa) resto en el extremo carboxi terminal (véanse los Ejemplos, infra). Se esperaba que la falta de un evento de
escisién por furina dentro de la célula intoxicada para interferir con la liberacién eficiente de un fragmento Al de la
toxina Shiga y, por tanto, dar lugar a la continua vinculacién de un resto relativamente grande, molecular a la region
del fragmento Al toxina Shiga. Sin embargo a pesar de esta expectativa, toxina potente citotoxicidad Shiga se logré
con escision por furina deficiente, toxina Shiga A Subunidad construcciones que comprenden restos relativamente
grandes, carboxi terminales y carente de cualquier caracteristica compensatoria aparente (s), tales como, por
ejemplo, una, sitio de proteasa alternativa disefiada.

Estos resultados son sorprendentes debido a que el proceso de toxina intoxicacion éptima Shiga fue pensado para
requerir la liberacién de la toxina Shiga fragmentos Al de todas las otras fracciones moleculares grandes y la
exposicion del extremo carboxi terminal del fragmento Al a retrotranslocate eficientemente fragmentos Al liberadas
desde el reticulo endoplasmico a la citosol, donde los fragmentos Al pueden formar una estructura enzimaticamente
activa que cataliticamente inactiva los ribosomas de la célula intoxicada. En particular, la persistencia y/o la
liberacién ineficaz de un resto molecular que cubre el extremo carboxi terminal del fragmento Al toxina Shiga se
esperaba para interferir con el mecanismo natural del Al fragmento de la toxina Shiga de obtener eficientemente el
acceso al citosol que implica la exposicién del fragmento de A1 dominio carboxi terminal hidréfobo reconocido por el
sistema ERAD (ver Di R et al, Toxicon 57:. 525-39 (2011); Li S et al, PLoS One 7: e41119 (2012).). Por ejemplo, se
esperaba que la persistencia de un resto molecular que cubre el extremo carboxi terminal del fragmento Al toxina
Shiga para alterar la accesibilidad del extremo carboxi terminal del fragmento Al toxina Shiga a la maquinaria ERAD
en el reticulo endoplasmatico y el acceso ganando de manera eficiente al citosol donde se forma una estructura
enzimaticamente activa. Inesperadamente, esta se encuentra que es incorrecto porque eficiente y potente toxina
Shiga citotoxicidad se logré en ausencia de un evento de escision mediada por la diana por células, la furina en el
extremo carboxi del fragmento Al toxina Shiga a pesar de la presencia de un gran, carboxi- terminal, célula-resto
que elige diana (véanse los Ejemplos, infra).

Alternativamente, la falta de un evento mediada por células intoxicado, escision por furina puede ser compensada
hipotéticamente para. ejemplos de potencial no limitantes, los enfoques compensatorios incluyen 1) que termina un
extremo carboxilo terminal de la construccién con el extremo carboxi terminal de una region polipéptido fragmento de
toxina similar a A1 Shiga, 2) produccién de la construccion de toxina Shiga derivada de tal manera que la toxina
Shiga Un polipéptido Subunidad ya esta mellado cerca del extremo carboxi terminal de su Al polipéptido fragmento
de toxina semejante a Shiga, 3) la ingenieria de un sitio de proteasa heter6loga y/o ectopico que puede sustituir
funcionalmente por la falta de la toxina Shiga, evento nativo, escision por furina, y 4) una combinacién de enfoques
dos y tres. En el primer enfoque, el carboxi terminal del polipéptido fragmento de toxina similar a A1 Shiga no esta
cubierto por cualquier resto carboxi terminal, y, por tanto, el extremo carboxi terminal de la toxina Shiga polipéptido
fragmento similar a A1l se expone de forma permanente para el reconocimiento por la maquinaria ERAD en el
reticulo endoplasmico. En los ultimos tres enfoques, el polipéptido fragmento de toxina similar a A1 Shiga puede ser
disefiado para disociarse intracelularmente a partir de uno o mas de otros componentes de la construccion en el
momento en la molécula alcanza el reticulo endoplasmatico de una célula intoxicada de tal manera que en el reticulo
endoplasmico el carboxi terminal del polipéptido fragmento de toxina semejante a Shiga Al queda expuesta para el
reconocimiento por la maquinaria ERAD.

Un ejemplo de una caracteristica de compensacion es molécula citotdxica que comprende una toxina Shiga Un
polipéptido efector subunidad que se trata previamente con una proteasa para nick la regién polipéptido cerca del
extremo carboxi de la region del fragmento similar a A1 antes de poner en contacto una célula diana. Otro ejemplo
es una molécula citotdxica que comprende un polipéptido efector A subunidad toxina Shiga disefiados para tener
gue comprende una, heterdlogo, sitio de proteasa ectopico que se escinde por una proteasa intracelular de la célula
diana.

Estos enfoques propuestos para el disefio de toxina Shiga A polipéptidos efectores de subunidades que compensan
la falta de un evento mediada por células intoxicado, escision por furina son hipotéticos. Todos los cuatro enfoques
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propuestos podrian alterar significativamente la eficiencia y la potencia de la citotoxicidad en comparacion con una
molécula que comprende una de tipo salvaje, toxina Shiga A de la subunidad o la toxina Shiga Una construccién de
subunidad que comprende solamente secuencias de tipo salvaje que incluyen el sitio de escision por furina de origen
natural en el extremo carboxi terminal de la region del fragmento Al. Ademas, sélo ciertas variantes del tercer
enfoque, las variantes que se basan en endoproteasas célula diana, podrian permitir un resto que ser fusionado en
una posicion carboxi terminal con respecto al polipéptido efector de la toxina Shiga. Sin embargo, actualmente no
existe un enfoque compensatorio depender de una célula diana endoproteasa distinta de la furina se conoce que
puede proporcionar equivalente citotoxicidad totalmente compensatoria a furina escision y proteasas celulares
alternativos como la calpaina han demostrado ser menos eficaz en la facilitacion de Shiga citotoxicidad toxina
(Garred @ et al. , Exp Cell Res 218: 39-49 (1995); Garred d et al, J Biol Chem. 270: 10817-21 (1995); Kurmanova,
Biochem Biophys Res Commun 357: 144-9 (2007)).

Las moléculas de la presente invencion que comprenden polipéptidos efectores de la toxina Shiga que comprenden
alterado escision por furina motivos todos muestran una sensibilidad reducida a la escision por furina. Debido a que
la minima,/motivo YxxR furina escision R es compartida por mltiples proteasas, tales como por proteasas altamente
promiscuos (por ejemplo, tripsina), ciertos motivos de escision por furina rotas de los polipéptidos de la toxina
efectoras Shiga de la presente invencion se espera que exhiben sensibilidad reducida a la escision por mdltiples
proteasas, ademas de sélo furina (véase, por ejemplo Kurmanova a et al, Biochem Biophys Res Commun 357:. 144-
9 (2007)). Por ejemplo, la clase de convertasa de proproteina de peptidasas incluye al menos siete miembros en los
seres humanos, PC1, PC2, PC3, PC4, PACE4, PC5, PC6, y PC7 (Fugere M, Dia R, Trends Pharmacol Sci 26: 294-
301 (2005 )), muchos de los cuales son conocidos para escindir sus sustratos en solo o pares de residuos basicos,
tales como, por ejemplo, uno o mas residuos de arginina (Seidah N, Ann NY Acad Sci 1220: 149-61 (2011)).

Las moléculas dirigidas a células de la presente invencion son la forma mas eficiente y potente citotéxico como
moléculas dirigidas a células que comprenden polipéptidos toxina efectoras escision por proteasa sensibles, Shiga
pesar de la presencia de un resto molecular fusionada al carboxi terminal del polipéptido de la toxina efector Shiga
que no puede ser liberado por la escision de furina en el interior de una célula intoxicada.

B. Eliminacién celular a través de citotoxicidad de toxina Shiga dirigida

La presente invencién proporciona diversos, citotéxicos, moléculas dirigidas a células que comprenden resistente
escisién por furina, polipéptidos efectores toxina Shiga una subunidad, tal como se define en las reivindicaciones. En
ciertas realizaciones, las moléculas dirigidas a células de la presente invencidn son capaces de unirse biomoléculas
diana extracelulares asociados a la superficie celular de tipos de células particulares y entrando en esas células. Una
vez interiorizado dentro de un tipo de célula especifica, ciertas realizaciones de las moléculas dirigidas a células de
la invencion son capaces de encaminar un fragmento de polipéptido efector de la toxina Shiga citotdxico en el citosol
de la célula diana. Una vez en el citosol de un tipo de célula especifica, de determinadas formas de realizacion de
las moléculas dirigidas a células de la invencion son capaces de inactivar los ribosomas enzimaticamente y
finalmente matar a la célula. Este sistema es modular en que cualquier nimero de diversas regiones de union
dirigidas a células, tales como, por ejemplo, los polipéptidos de tipo inmunoglobulina, se pueden utilizar para apuntar
a esta potente citotoxicidad para varios tipos diversos, teléfonos mientras que proporciona la mejora de la reduccion
de la sensibilidad a la escision por proteasa . La capacidad de una molécula de la invencién para causar la muerte
celular, por ejemplo, su citotoxicidad, se puede medir utilizando uno cualquiera 0 mas de una serie de ensayos bien
conocidos en la técnica.

En ciertas realizaciones de la escisién por proteasa resistente, citotoxicos, moléculas de la presente invencion la
orientacion por células, tras poner en contacto una célula acoplado fisicamente con un bio molécula diana
extracelular de la region de unién de una molécula citotéxica de la invencion (objetivo + células), el molécula dirigida
a células es capaz de causar la muerte de la célula. la muerte de células se puede realizar usando una célula-
targetingmolecule de la invencion bajo condiciones variadas de las células diana, tales como un manipulado célula
diana ex vivo, una célula diana se cultivan in vitro, una célula diana dentro de una muestra de tejido cultivado in vitro,
o0 un objetivo de células in vivo.

La expresion de la biomolécula diana no tiene que ser nativo a fin de que la muerte celular dirigida por un molécula
dirigida a células citotoxica de la presente invencion. La expresion en la superficie celular de la biomolécula diana
podria ser el resultado de una infeccion, la presencia de un patégeno, y/o la presencia de un patégeno microbiano
intracelular. La expresion de una biomolécula diana podria ser artificial tal como, por ejemplo, por expresion forzada
o inducida después de la infeccion con un vector de expresion viral, véase, por ejemplo, viral adenoviral adeno-
asociado, y los sistemas retrovirales. Un ejemplo de la induccién de la expresién de una biomolécula diana es la
regulacion positiva de la expresion de CD38 de las células expuestas a los retinoides, como el acido todo-trans
retinoico y diversos retinoides sintéticos, o cualquier agonista del receptor de acido retinoico (RAR) (Drach J et al.,
Cancer Res 54: 1746-1752 (1994); Uruno A et al, J Leukoc Biol. 90: 235-47 (2011)). En otro ejemplo, CD20, HER2, y
la expresion de EGFR pueden ser inducidas mediante la exposicion de una célula a la radiacién ionizante
(Wattenberg M et al, Br J Cancer. 110: 1472-1480 (2014)).

Para los propositos de la presente invencién, la exposicion de la citotoxicidad de la toxina Shiga efector "equivalente”

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2 717751713

en comparacion con la citotoxicidad de una segunda molécula dirigida a células que comprende una de tipo silvestre,
la toxina Shiga polipéptido fragmento Al se refiere a un nivel de citotoxicidad dentro de diez por ciento o0 menos , tal
como se mide por un ensayo cuantitativo apropiado con reproducibilidad comparable a una de tipo salvaje,
polipéptido toxina Shiga efector que comprende un fragmento de toxina Shiga Al de longitud completa. Para la
citotoxicidad en un ensayo de muerte de células positivas diana en cultivo de células de laboratorio, "equivalente”
citotoxicidad es tipicamente una CD so valor dentro de diez por ciento de la CD so valor de un citotdxico de referencia,
por células diana (denominado en este documento como un "segundo por células molécula que hace diana "), que
comprende una regién de unidn idéntica a la molécula de interés y, en su caso, un resto molecular idéntica a la
molécula de interés; y en el que la regién de unidn, el polipéptido efector de la toxina Shiga y, en su caso, al resto
molecular de la molécula de referencia estan todos asociados entre si de forma idéntica con como estos
componentes estan asociados en la molécula de interés.

Ademas, si una molécula dirigida a células de la presente invencién exhibe citotoxicidad equivalente a una molécula
dirigida a células de referencia que comprende un polipéptido del fragmento Al de la toxina Shiga, entonces la
region del polipéptido efector de la toxina Shiga de esa molécula de la invencion presenta la actividad efectora de la
toxina Shiga de direccionamiento subcelular a un nivel de actividad equivalente al nivel de actividad de
direccionamiento subcelular de esa molécula de referencia, es decir, una actividad de direccionamiento subcelular
equivalente al de tipo salvaje.

C. Citotoxicidad selectiva entre los tipos de células

Al dirigir la liberacion de polipéptidos efectores de a subunidad A de la toxina Shiga resistente a la escisién por
proteasa utilizando regiones a tipos de células especificas con alta afinidad, se puede limitar la potente actividad de
eliminacion de células de toxina Shiga para eliminar preferentemente tipos de células dirigidas
especificamente. Ciertas moléculas dirigidas a células de la presente invencién son Utiles para la eliminacién de
poblaciones de tipos de células especificas. Por ejemplo, las moléculas dirigidas a células, citotoxicas, de la
invencion son Utiles para el tratamiento de ciertos tumores, canceres y/o anomalias en el crecimiento mediante la
eliminacion de células malignas que expresan niveles elevados de una biomolécula diana particular en una o mas
superficies celulares.

En ciertas realizaciones, la administracion de la molécula dirigida a células de la presente invencion a una mezcla de
tipos de células, la molécula dirigida a células es capaz de matar selectivamente las células que se acoplan
fisicamente con una biomolécula diana extracelular en comparacién con los tipos de células no acopladas
fisicamente con una biomolécula diana extracelular. Debido a que los miembros de la familia de toxinas Shiga estan
adaptados para matar las células eucariotas, las moléculas disefiadas usando toxina Shiga A polipéptidos efectores
de subunidades pueden mostrar actividad citotoxica potente. Al dirigirse a la entrega de enzimaticamente activa de la
toxina Shiga A polipéptidos subunidad efectoras a tipos de células especificos utilizando regiones de unién de alta
afinidad, esta actividad de muerte celular potente pueden ser restringidos dentro de un organismo para matar
solamente aquellos tipos de células deseadas a ser el blanco de su asociacion fisica con una biomolécula diana de
las regiones de union elegidos.

En ciertas realizaciones, la molécula dirigida a células de la presente invencion es capaz de causar selectivamente o
preferencialmente la muerte de un tipo celular especifico dentro de una mezcla de dos o mas tipos de células
diferentes. Esto permite que la actividad citotoxica dirigida a determinados tipos de células con una alta
preferencialidad, tales como un efecto citotoxico de 3 veces, mas tipos de células "espectador" que no expresan la
biomolécula diana. Alternativamente, la expresién de la biomolécula diana de la regién de union puede ser no
exclusiva para un tipo de célula si la biomolécula diana se expresa en suficientes cantidades bajas y/o se acopla
fisicamente en cantidades bajas con tipos de células que no son para ser dirigido. Esto permite a la eliminacion
celular selectiva de tipos de células especificas con una alta preferencialidad, tales como un efecto citotoxico de 3
veces, mas tipos de células "observadoras" que no expresan cantidades significativas de la biomolécula diana o no
se acoplan fisicamente a cantidades significativas de la biomolécula diana.

Los niveles de biomoléculas diana extracelular sobre la superficie de las células se pueden determinar usando
diversos procedimientos conocidos para el experto, tales como, por ejemplo, los procedimientos de FACS. Tal como
se usa en el presente documento, una cantidad significativa de una biomolécula diana extracelular expresada en una
superficie celular es mayor que 10000, 20000, 30000, 40000, 50000, 60000, 70000 de intensidad de fluorescencia
promedio (MFI) mediante analisis FACS en funcién del tipo de célula.

En ciertas realizaciones adicionales, la administracién de la citotoxico, dirige a una célula molécula de la presente
invencién a dos poblaciones de tipos de células que difieren en la secuencia de presencia y/o polipéptido de una
biomolécula diana extracelular, la molécula dirigida a células es capaz de causar célula de muerte como se define
por la concentracion citotdxica media-maxima (CD so ) en una poblacion de células diana, cuyos miembros expresar
una biomolécula diana extracelular de la regiéon de unién de la molécula dirigida a células, por ejemplo, a una dosis
por lo menos tres veces menor que el CD so dosis de la misma molécula de célula-targetingd a una poblacion de
células cuyos miembros no expresar una biomolécula diana extracelular de la region de unién de la molécula dirigida
a células.
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En ciertas realizaciones, la actividad citotoxica de una molécula dirigida a células de la presente invencion hacia
poblaciones de tipos de células acopladas fisicamente con una biomolécula diana extracelular es al menos 3 veces
mayor que la actividad citotdxica hacia las poblaciones de tipos de células no acopladas fisicamente con cualquier
extracelular biomolécula diana unido especificamente por esa molécula dirigida a células de la invencién. Segun la
presente invencion, la citotoxicidad selectiva puede ser cuantificada en términos de la relacion (a/b) de (a)
citotoxicidad hacia una poblacion de células de un tipo celular especifico acoplado fisicamente con una biomolécula
diana de la region de unién a (b) citotoxicidad hacia una poblaciéon de células de un tipo de célula no acoplado
fisicamente con una biomolécula diana de la regién de unién. En ciertas realizaciones, la relacion de la citotoxicidad
es indicativa de la citotoxicidad selectiva que es al menos 3 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces,
30 veces, 40 veces, 50- veces, 75 veces, 100 veces, 250 veces, 500 veces, 750 veces, 0 1.000 veces mayor para
las poblaciones de células o tipos de células acopladas fisicamente con una biomolécula diana de la region de unién
en comparacion con las poblaciones de células o tipos de células no acoplados fisicamente con una biomolécula
diana de la region de unién. Por ejemplo, tras la administracién de ciertas proteinas citotoxicas de la presente
invencion a dos poblaciones diferentes de células que se diferencian con respecto a la secuencia de presencia y/o
polipéptido de una biomolécula diana extracelular, el molécula dirigida a células citotoxica de la invencién es capaz
de causando la muerte celular de los tipos de células acopladas fisicamente con una biomolécula diana extracelular
obligado por regién de union de la proteina citotdxica, por ejemplo, en una CD so que es al menos tres veces menor
que el CD so observada para tipos de células que no se acoplan fisicamente con una biomolécula diana extracelular
obligado por el citotoxico, region de unién de molécula dirigida a células o a tipos de células que se acoplan
fisicamente Unicamente con formas de que biomolécula diana extracelular que comprenden variaciones de
secuencias 0 mutaciones que alteran la especificidad de unién por la region de unién de esa célula de segmentacion
molécula.

En ciertas realizaciones de las moléculas dirigidas a células de la presente invencion, tras la administracion de la
molécula dirigida a células a dos poblaciones diferentes de tipos de células, la molécula dirigida a células es capaz
de causar la muerte celular tal como se define por la concentracién citotoxica media-maxima (CD so ) sobre una
primera poblacién de células, cuyos miembros expresar una biomolécula diana de la regién de unién de la molécula
dirigida a células en una superficie celular, a una dosis por lo menos tres veces menor que el CD so dosis de la
misma por células la orientacion molécula a una segunda poblacion de células cuyos miembros no expresan
cualquier biomolécula diana de la regién de unién de la molécula dirigida a células, no expresan una cantidad
significativa de cualquier biomolécula diana de la regiéon de unién de la molécula dirigida a células, o son no exponer
una cantidad significativa de cualquier biomolécula diana de la regién de unién de la molécula dirigida a células.

Esta funcion de eliminacion celular preferencial permite que una célula objetivo a ser matado por ciertos citotéxicos,
células targetingmolecules de la presente invencion bajo condiciones variadas y en la presencia de células que no
son objeto de espectador, como ex vivo mezclas manipuladas de tipos de células, in vitro tejidos cultivados con
mezclas de tipos de células, o in vivo en la presencia de mdltiples tipos de células (por ejemplo, in situ 0 en una
ubicacion nativa dentro de un organismo multicelular).

D. Tolerabilidad y estabilidad In vivo mejorada

En ciertas realizaciones, los citotdxicos, moléculas dirigidas a células de la presente invencion exhiben una mayor
estabilidad y/o mejorados, tolerabilidad in vivo en comparacidon con escision por furina analogos sensibles. El
aumento de la estabilidad puede ser exhibido en vitro y/o in vivo.

La estabilidad de una molécula terapéutica o de diagnéstico con el tiempo es una caracteristica importante y puede
afectar a las aplicaciones que la molécula puede ser practicamente emplea. La estabilidad molecular incluye in vitro
e in vivo, tal como, por ejemplo, la estabilidad dentro de un organismo después de la administracion y durante el
almacenamiento en un rango de temperaturas y concentraciones. Para ciertas inmunotoxinas o fusiones de ligando-
toxina, la estabilidad del enlace entre la toxina y otros componentes puede afectar a la cantidad de toxicidad no
especifica causada por la liberacion de la toxina no directo con el tiempo dentro del cuerpo de un organismo.

Ciertas moléculas dirigidas a células de la invencién son Utiles como agentes terapéuticos y/o diagnésticos y exhiben
una toxicidad no especifica reducida in vivo, que se manifiesta como una mejor tolerabilidad, in vivo, en comparacién
con mas variantes sensibles a escision por proteasa. En tolerabilidad vivo puede ser determinada por el experto en
la materia usando técnicas conocidas en la técnica y/o descritos en el presente documento. Ademas de evaluar la
tolerabilidad vivo usando la mortalidad, signos de morbilidad se pueden usar para evaluar la tolerabilidad vivo, tal
como, por ejemplo, los aspectos de peso corporal, apariencia fisica, signos clinicos medibles, el comportamiento no
provocado, y las respuestas a los estimulos externos (véase por ejemplo Morton D, Griffiths P, Vet Rec 116: 431-43
(1985); Montgomery C, Cancer Bull 42: 230-7 (1990); Uliman-Culleré M, Foltz C, Lab Anim Sc 49: 319-23 (1999) ;
Clingerman K, Summers L, J Am Assoc Lab Anim Sci 51: 31-6 (2012)). La eutanasia puede ser utilizada en
respuesta a los signos de morbilidad y/o morbundity y, por lo tanto, crear un punto de tiempo de la mortalidad. Por
ejemplo, una disminucién en el peso corporal de 15-20% en 2-3 dias se puede utilizar como un signo de la
morbilidad en roedores y como una justificacion para la eutanasia (véase, por ejemplo Institute of Laboratory Animal
Guia de Investigacién 2011. para el cuidado y uso de animales de laboratorio, octava edicién, Washington, DC,
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Estados Unidos: National Academies Press (2011)).

Para los propositos de la invencion reivindicada, el término "mejorado, en tolerabilidad vivo" se refiere a una
disminucion reproducible y estadisticamente significativa en la toxicidad y/o efecto perjudicial general de la molécula
en la salud o la supervivencia de un organismo completo después de recibir la administracion de la molécula, tal
como una disminucion de 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mayor, preferiblemente 50% o mayor,
de la molécula mejorado a un organismo mamifero en comparacién con una molécula de referencia cuando se
compara usando el mismo ensayo bajo las mismas condiciones, por ejemplo la misma especie, la misma dosis y la
dosis acumulativa, el mismo programa de dosificacion, y la misma duracion para los puntos de tiempo de
observacion y/o medicién. Una disminucion en la toxicidad o efecto perjudicial general puede ser medida por una
disminucion de la mortalidad y/o morbilidad mas de duracién de tiempo especifica.

Como se muestra en los Ejemplos, un descenso de la toxicidad podria representar% de supervivencia 100 a una
duracion de tiempo determinado para los mamiferos que reciben la molécula con la mejora de la tolerabilidad, in
vivo, en comparaciéon con 100% de mortalidad en el mismo punto de tiempo para los mamiferos que reciben la
molécula de referencia. La mortalidad puede ser debido a la muerte o la eutanasia por razones humanitarias como
se menciono anteriormente. En general, la pauta de administracion es de dos a tres dosis por semana para 2, 3, 4, 0
mas semanas, donde cada dosis es de alrededor de 0,001 a 40 mg de molécula por kg de peso corporal.

La tolerabilidad in vivo mejorada observada para moléculas ejemplares, dirigidas a células de la invencion sugiere
gue dosis mucho mas altas de estas moléculas dirigidas a células se pueden administrar de manera segura a
mamiferos en comparacion con las dosis de moléculas relacionadas que comprenden una escision por furina
sensible, Shiga polipéptido efector toxina. Certain dirige a una célula moléculas de la invencion pueden exhibir
toxicidad no especifica reducida en comparacion con las variantes mas sensibles a la escision por proteasa debido a
que la resistencia a la escision por proteasa sirve para proteger y preservar el vinculo entre el componente de toxina
efector Shiga y el componente de resto dirigido a las células.

Ademas, ciertas moléculas de la invencién presentan un aumento de la vida media, tanto in vitro y/o in vivo, en
comparacién con mas variantes sensibles a escisién por proteasa. La estabilidad Molecular puede someterse a
ensayo mediante la determinacion de la vida media de una molécula de interés con respecto a la asociacion de sus
componentes. Ciertas realizaciones de las moléculas de la invenciéon tendran vidas medias mas largas en
comparacion con escision por furina variantes sensibles, especialmente con respecto a la asociacion continua de la
componente de toxina Shiga efector y uno 0 mas de otros componentes. Por ejemplo, ciertas formas de realizacion
de las moléculas de la invencion tendran semividas mas largas en relacion con la asociacién continua de la
componente de toxina Shiga efector y otro componente, por ejemplo un resto dirigido a las células, en comparacion
con un tipo furina escisidn variante sensible en donde el sitio sensible escisién por furina (s) se encuentra entre estos
dos componentes.

E. Liberacién de material exégeno adicional en el interior de una célula diana

Ademas de la muerte celular directa, ciertas moléculas de la presente invencion opcionalmente se pueden usar para
la entrega de materiales exdgenos adicionales en el interior de las células diana. La entrega de materiales exégenos
adicionales se puede utilizar, por ejemplo, para citotoxico,, estimulacion del sistema inmunitario citostatico, la
focalizacion de células inmunes, recopilacion de informacion, y/o funciones de diagndstico. Las variantes no toxicas
de las moléculas citotoxicas de la presente invencion, o variantes opcionalmente citotdxicos, pueden utilizarse para
entregar los materiales exdégenos adicionales y/o etiquetar los interiores de las células acopladas fisicamente con
una biomolécula diana extracelular de la regién de unién de una molécula dirigida a células . Varios tipos de células
y/o poblaciones de células que expresan biomoléculas diana a al menos una superficie celular pueden ser dirigidos
por las moléculas dirigidas a células de la invencién para la recepcion de materiales exdgenos. Los componentes
funcionales de las moléculas dirigidas a células de la presente invencién son modulares, en que los diversos
polipéptidos toxina efectoras Shiga y materiales exégenos adicionales pueden estar relacionadas con diferentes
regiones de unidn para proporcionar diversas aplicaciones, tales como no invasiva de imagenes in vivo de las
células tumorales y/o sus compartimentos subcelulares.

Debido a que la dirige a una célula moléculas de la presente invencién, incluyendo formas no toxicas de los mismos,
son capaces de entrar en las células acopladas fisicamente con una biomolécula diana extracelular reconocido por
regién de unién de la molécula dirigida a células, ciertas realizaciones de las moléculas dirigidas a células de la
invencion pueden ser usado para entregar materiales exdgenos adicionales en el interior de tipos de células
especificas. En un sentido, toda la molécula de la invencion es un material exégeno que entrar en la célula; Por lo
tanto, los materiales exdégenos "adicionales" son materiales heterdlogos ligados a pero distintas de la molécula
dirigida a células propio nucleo. Los polipéptidos efectoras de la toxina Shiga resistentes a la escision por proteasa
de la invencién que no son téxicos todavia pueden ser (tiles como componentes de moléculas dirigidas a células
para la entrega de materiales exdgenos en células diana siempre que la resistente a la escision por proteasa,
Polipéptido efector de la toxina Shiga dirige eficientemente direccionamiento intracelular al citosol de una célula en la
que esta presente.
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Variantes y derivados de moléculas citotoxicas y moléculas dirigidas a células de la presente invencién que difieren
sélo en el residuo cataliticamente importante, aminoacido (s) de forma nativa posicionada en 75, 77, 114, 167, 170,
176, y 203 (o el correspondiente posicion en relacionados con la toxina Shiga subunidades, por ejemplo, la posicion
204 en SLT-2A) tendra el mismo nivel de actividad de direccionamiento subcelular en comparaciéon con las
moléculas parentales de tipo salvaje, los residuos de aminoacidos en absoluto de la posicién (s) que son diferentes.

"Material exégeno adicional" tal como se utiliza aqui se refiere a una o mas moléculas, a menudo no presente
generalmente dentro de una célula diana nativo, en donde las moléculas de la presente invencién pueden utilizarse
para transportar especificamente dicho material al interior de una célula. Los ejemplos no limitativos de materiales
exogenos adicionales son agentes citotdxicos, péptidos, polipéptidos, proteinas, polinucleétidos, agentes promotores
de deteccion, y pequefios agentes quimioterapéuticos molécula.

En ciertas realizaciones de las moléculas de la presente invencion para la entrega de material exdgeno adicional, el
material exdégeno adicional es un agente citotdxico, tal como, por ejemplo, un pequefio agente quimioterapéutico
molécula, antibiético citotéxico, agente, antimetabolito, inhibidor de la topoisomerasa, y alquilaciéon/o un inhibidor de
tubulina. Los ejemplos no limitantes de agentes citotoxicos incluyen aziridinas, cisplatins, tetrazinas, procarbazina,
hexametilmelamina, alcaloides de la vinca, taxanos, camptotecinas, etopésido, doxorrubicina, mitoxantrona,
tenipdsido, novobiocina, aclarrubicina, antraciclinas, actinomicina, bleomicina, plicamicina, mitomicina,
daunorrubicina, epirrubicina , idarrubicina, dolastatinas, maitansinas, docetaxel, adriamicina, caliqueamicina,
auristatinas, pyrrolobenzodiazepine, carboplatino, 5-fluorouracilo (5-FU), capecitabina, mitomicina C, paclitaxel, 1,3-
Bis (2-cloroetil) -1-nitrosourea ( BCNU), rifampicina, cisplatino, metotrexato y gemcitabina.

En ciertas realizaciones, el material exégeno adicional comprende una proteina o polipéptido que comprende una
enzima. En ciertas otras realizaciones, el material exdgeno adicional es un acido nucleico, tal como, por ejemplo, un
acido ribonucleico que funciona como un pequefio ARN inhibidora (siRNA) o microRNA (miRNA). En ciertas
realizaciones, el material exdgeno adicional es un antigeno, tal como antigenos derivados de proteinas bacterianas,
proteinas virales, proteinas mutadas en el cancer, proteinas aberrantemente expresadas en el cancer, o regiones
determinantes de células T complementarias. Por ejemplo, materiales exdgenos incluyen antigenos, como los
caracteristicos de las células presentadoras de antigeno infectadas por bacterias, y de células T complementaria
regiones determinantes capaces de funcionar como antigenos exdgenos. Ejemplos adicionales de materiales
exogenos incluyen polipéptidos y proteinas mas grandes que un péptido antigénico, tales como enzimas. Los
materiales exdgenos que comprenden polipéptidos o proteinas pueden comprender opcionalmente uno o mas
antigenos conocidos o desconocidos para el experto.

En ciertas realizaciones, el resto molecular de una molécula de la presente invencion comprende o consiste
esencialmente en un material exdgeno adicional.

F. Recopilacién de informacién para funciones de diagndstico

Ciertas moléculas dirigidas a células de la presente invencion tienen usos en la in vitro y/o la deteccién in vivo de
células especificos, tipos de células, poblaciones de células, y/o compartimentos subcelulares especificos de la
mencionada en. En ciertas realizaciones, la célula-especifica descrita en este documento se utilizan tanto para el
diagnostico y el tratamiento, o para el diagnéstico solo. Cuando se utiliza la misma molécula dirigida a células tanto
para el diagnostico y el tratamiento, las variantes de moléculas dirigidas a células que incorporan agentes de
deteccion para el diagnostico promocién puede volverse no téxico por la inactivaciéon catalitica de un polipéptido
efector de la toxina Shiga a través de una o mas sustituciones de aminoacidos, incluyendo sustituciones ejemplares
descritos en este documento. Las formas no toxicas de la citotoxico, moléculas dirigidas a células de la invencion
gue se conjugan a la deteccién agentes promotores opcionalmente pueden usarse para funciones de diagnéstico,
tales como para el diagnostico de compafiia utilizados en conjuncién con un régimen terapéutico que comprende la
misma o una regién de unién relacionados.

La capacidad para conjugar agentes de deteccion promover conocidos en la técnica a diversas moléculas dirigidas a
células de la presente invencion proporciona composiciones Utiles para la detecciéon de cancer, tumor, inmune, y las
células infectadas. Estas formas de realizacion de diagnéstico de las moléculas dirigidas a células de la invencion
pueden ser utilizadas para la recopilacion de informacion a través de diversas técnicas de imagen y ensayos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, las realizaciones de diagnéstico de las moléculas dirigidas a células de la
invencion pueden ser utilizadas para la recopilacion de informacién a través de imagenes de los organulos
intracelulares (por ejemplo endocitica, Golgi, reticulo endoplasmico, y los compartimentos citosélicos) de células
individuales de cancer, células inmunes, o células infectadas en un paciente o biopsia muestra.

Varios tipos de informacion pueden ser recogidos utilizando las realizaciones de diagnostico de las moléculas
dirigidas a células de la invencién ya sea para usos de diagnostico u otros usos. Esta informacion puede ser (til, por
ejemplo, en el diagnoéstico de los tipos de células neoplésicas, la determinacion de susceptibilidades terapéuticos de
la enfermedad de un paciente, el ensayo de la progresion de las terapias anti-neoplasicas en el tiempo, el ensayo de
la progresién de las terapias inmunomoduladoras en el tiempo, el ensayo de la progresion de las terapias
antimicrobianas durante tiempo, la evaluacion de la presencia de células infectadas en los materiales de trasplante,
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la evaluacion de la presencia de tipos de células no deseados en los materiales de trasplante, y/o evaluar la
presencia de células tumorales residuales después de la extirpacion quirdrgica de una masa tumoral.

Por ejemplo, subpoblaciones de pacientes podrian ser determinados utilizando informaciéon obtenida usando las
variantes de diagnéstico de las moléculas dirigidas a células de la presente invencion, y luego pacientes individuales
podrian ser clasifican ademas en subpoblaciones en base a sus caracteristica (s) reveld utilizando aquellas formas
de realizacién de diagndstico Unicas. Por ejemplo, la eficacia de productos farmacéuticos o terapias especificas
podria ser un tipo de criterio usado para definir una subpoblacién de pacientes. Por ejemplo, una variante de
diagnostico no tdxica de un citotdxico particular, la molécula dirigida a células de la invencién puede ser utilizada
para diferenciar qué pacientes estan en una clase o subpoblacién de pacientes predijo para responder positivamente
a una variante citotoxica de la misma molécula de la invencién. En consecuencia, los procedimientos asociados para
la identificacion del paciente, la estratificacion del paciente, y el diagnostico usando moléculas dirigidas a células de
la invencién, incluyendo variantes no toxicas de citotéxico, dirige a una célula moléculas de la invencion, se
consideran dentro del alcance de la presente invencion.

En ciertas realizaciones, la célula de metas de moléculas de la presente invencion se utilizan en procedimientos (por
ejemplo, procedimientos de la muerte celular, la entrega de materiales exdgenos adicionales, y/o detectar
compartimentos subcelulares especificos de tipos de células especificas) que implican células diana que expresan la
furina y/o una de tipo furina proteasa tal que la furina y/o una de tipo furina proteasa esta presente en el
compartimiento subcelular de la célula diana seleccionada del grupo que consiste en: aparato de Golgi, endosoma, y
el reticulo endoplasmico. En ciertas realizaciones, los citotoxicos, moléculas dirigidas a células de la presente
invencion se utilizan para matar células que expresan la furina. En ciertas realizaciones, el citotéxico, moléculas
dirigidas a células de la presente invencién se utilizan para matar las células furina deficientes y exhiben una mejor
tolerabilidad, in vivo cuando se administra a un vertebrado.

IV. Variaciones en la secuencia del polipéptido de los polipéptidos efectores de la toxina Shiga resistente a la
escisién por proteasa y moléculas de la invencién

El experto en la materia reconocera que pueden hacerse variaciones a resistente a la escision por proteasa,
componentes polipeptidicos toxina efectoras Shiga y moléculas de la presente invencién (citotoxico, dirige a una
célula moléculas de la presente invencion, asi como polinucledtidos que codifican cualquiera de los primeros) sin
disminuir sus actividades bioldgicas, por ejemplo, por el mantenimiento de la estructura general y la funcién del
polipéptido efector de la toxina Shiga y/o molécula dirigida a células, tal como, por ejemplo, una o mas funciones
toxina efectoras Shiga, la funcion (s) célula diana, se dirigen a biomolécula la unién, la actividad citotéxica especifica,
la mejora en la tolerabilidad vivo, mayor estabilidad, y/o la capacidad de entregar el material (s) exdgeno a células
diana.

Por ejemplo, algunas modificaciones pueden facilitar la expresion, purificacion, y/o propiedades farmacocinéticas, y/o
inmunogenicidad. Tales modificaciones son bien conocidas para el experto e incluyen, por ejemplo, una metionina
afiadida en el extremo amino para proporcionar un sitio de iniciacién, los aminoacidos adicionales colocados en
cualquier extremo para crear sitios convenientemente localizados de restriccion o codones de terminacion, y
etiquetas de afinidad bioquimicos fusionados a cualquiera de los extremos para proporcionar la deteccién y/o
purificacién conveniente.

También se contempla en el presente documento es la inclusion de residuos de aminoacidos adicionales en el
extremo amino y/o carboxi, tales como secuencias de epitopo etiquetas u otros restos. Los residuos de aminoacidos
adicionales pueden ser utilizados para diversos fines, incluyendo, por ejemplo, para facilitar la clonacion, expresion,
modificacién postraduccional, la sintesis, purificacion, deteccion y/o la administracién. dominios de la proteina de
unién de quitina, sitios enteropeptidasa de escision, los sitios de escisién del Factor Xa, etiquetas fiash, etiquetas
FLAG, proteinas verde fluorescente (GFP), restos de glutatién-S-transferasa, etiquetas de HA, de unién a maltosa:
Ejemplos de etiquetas de epitopo y restos no son limitantes dominios de la proteina Myc, etiquetas, etiquetas,
etiquetas de polihistidina reash, strep-tag, etiqueta strep-Il, los sitios de la proteasa TEV, dominios de tiorredoxina,
sitio de escision de trombina, y las etiquetas de epitopo V5.

En ciertas de las realizaciones anteriores, las secuencias de polipéptidos de la escisién por proteasa resistente,
Shiga componente polipéptido toxina efector de una molécula de la presente invencién es variada por una o mas
sustituciones conservativas de aminodacidos, siempre que el polipéptido efector de la toxina Shiga conserva un
alterado motivo escision por furina y siempre que las exposiciones de polipéptidos toxina efectoras Shiga, solas y/o
como un componente de una molécula dirigida a células, una o mas funciones toxina efectoras Shiga seleccionan de
uno o mas de los siguientes: direccionamiento intracelular, la actividad catalitica , y/o citotoxicidad. En ciertas de las
realizaciones anteriores, las secuencias de polipéptidos de las moléculas dirigidas a células de la presente invencién
son variados por uno 0 mas sustituciones conservativas de aminoacidos introducidos en una region (s) polipéptido
de la region polipéptido toxina efector Shiga conserva una escision por furina alterado motivo y el tiempo que la
region de unién extracelular conserva la especificidad de unién biomolécula diana.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sustitucidon conservativa" se refiere a que uno 0 mas
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aminoacidos se sustituyen por otro, biolégicamente residuo de aminoacido similar. Ejemplos incluyen la sustitucion
de residuos de aminoéacidos con caracteristicas similares, por ejemplo, aminoacidos pequefios, aminoacidos acidos,
aminoacidos polares, aminoacidos basicos, aminoacidos hidréfobos y aminoacidos aromaticos (véase, por ejemplo,
la Tabla B a continuacién). Un ejemplo de una sustitucion conservativa con un residuo no se encuentran
normalmente en, péptidos y proteinas de mamifero endégenos es la sustitucién conservativa de un residuo de
arginina o lisina con, por ejemplo, ornitina, canavanina, aminoetilcisteina, u otro aminoacido basico. Para mas
informacién relativa a sustituciones fenotipicamente silenciosas en los péptidos y las proteinas véase, por ejemplo,
Bowie J et al, Science 247:. 1306-1310 (1990).

En el esquema de sustitucion conservativa en la Tabla B a continuacién, las sustituciones conservativas de ejemplo
de aminoéacidos se agrupan por propiedades fisicoquimicas - I: neutro, hidrdéfilo; 1l: acidos y amidas; llI: basico; IV:
hidréfobo; V: aminoacido aromaticos voluminosos, VI hidréfilo no cargado, VII alifatico sin carga, VIII no polar no
cargado, IX asociado a cicloalquenilo, X hidréfobo, XI polar, Xl pequefio, XIll permite el giro, y XIV flexible. Por
ejemplo, sustituciones conservativas de aminodacidos incluyen los siguientes: 1) S puede ser sustituido por C; 2) M o
L pueden ser sustituidos por F; 3) Y puede ser sustituido por M; 4) Q o E pueden ser sustituidos por K; 5) N o Q
pueden ser sustituidos por H; y 6) H puede ser sustituido por N.

TABLA B. Ejemplos de sustituciones conservativas de aminoacidos

| I I IV v Vi VI Vil | IX X X XII Xl | XIV
A D H c F N A c F A C A A D
G E K | w Q G M H c D c C E
P Q R L Y S [ P w F E D D G
S N M T L Y G H G E K
T v v H K N G P

| N P H Q

L Q S K R

M R T N S

R s v Q T

T T R

v S

w P

Y T

En ciertas realizaciones, los polipéptidos efectores de la escision por proteasa resistentes toxina Shiga efectoras y/o
moléculas de la presente invencion pueden comprender fragmentos funcionales o variantes de una region de
polipéptido de la invencion que tienen, como maximo, 20, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, la sustitucién de acido 2, 0 1
amino (s) en comparacion con una secuencia de polipéptido recitada en este documento, 1), siempre que el
polipéptido efector de la toxina Shiga conserva un motivo de escision por furina alterado y mientras la toxina
efectoras polipéptido muestra Shiga, solo y/o como un componente de una molécula dirigida a células, un nivel
razonable de la funcién (s) de toxina Shiga efector relacionados con el direccionamiento intracelular, la actividad
catalitica, y/o la citotoxicidad; y 2), siempre que la molécula dirigida a células comprende una region de union que
retiene especificidad de unién extracelular biomolécula diana. Las variantes de la proteasa resistente-escision, Shiga
componentes polipeptidicos toxina efectoras de las moléculas de la invencion y/o moléculas dirigidas a células de la
invencion estan dentro del alcance de la presente invencion como resultado del cambio de un polipéptido de la
molécula de la invencion mediante la alteracion de uno o0 més aminoacidos o la eliminacion o insercién de uno o mas
aminoacidos, tales como dentro de la regién de union dirige a una célula o el polipéptido efector de la toxina Shigaa,
con el fin de conseguir las propiedades deseadas, tales como cambiado citotoxicidad, cambiado efectos citostaticos,
cambié inmunogenicidad y/o cambiado vida media en suero. A resistente a la escision por proteasa, polipéptido
toxina Shiga efector y/o la molécula de la invencion pueden ser adicionalmente con o sin una secuencia sefial.

En ciertas realizaciones, la escisién por proteasa resistente, componentes polipeptidicos toxina efectoras Shiga de
las moléculas de la presente invencion comparte al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 mas de la
secuencia de aminoacidos de identidad con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de un polipéptido
recitada en el presente documento, siempre que el polipéptido efector de la toxina Shiga conserva un motivo de
escisién de furina alterado y siempre que el polipéptido efector de la toxina Shiga, solo y/o como un componente de
una de célula la orientacion molécula, retiene una actividad biolégica medible, tal como, por ejemplo,
direccionamiento subcelular, la citotoxicidad, la catélisis enzimatica, y/o cataliticamente inactivacion de los
ribosomas. En ciertas realizaciones, las moléculas dirigidas a células de la presente invencion comparte al menos
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de identidad de secuencia de aminoacidos con una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de un polipéptido recitada en el presente documento, siempre que su region polipéptido
toxina efector Shiga conserva un motivo de escision de furina alterado y siempre que la molécula dirigida a células
conserva una actividad biolégica medible, tal como, por ejemplo, uniéon de direccionamiento subcelular, la
citotoxicidad, biomolécula diana extracelular , la internalizacion celular, catalisis enzimatica, y/o los ribosomas
cataliticamente inactivantes.
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En ciertas realizaciones, la proteasa resistente-escisioén, Shiga componentes polipeptidicos toxina efectoras de las
moléculas de la presente invencion puede ser alterado para cambiar su actividad enzimatica y/o citotoxicidad
mientras que conserva un motivo de escision por furina alterado y siempre que exposiciones, solo y/o como un
componente de una molécula dirigida a células, la funcién de la toxina Shiga efector seleccionado de uno o méas de
los siguientes: direccionamiento intracelular, la actividad catalitica, y/o citotoxicidad. Este cambio puede o no resultar
en un cambio en la citotoxicidad de la toxina polipéptido efector Shiga o molécula citotoxica de los cuales la
alteracion de polipéptido toxina Shiga efector es un componente. Posibles alteraciones incluyen mutaciones en el
polipéptido toxina efector Shiga seleccionado del grupo que consiste en: un truncamiento, delecion, inversion,
insercién, reordenamiento, y sustitucion, siempre que un motivo de escision por furina alterado es retenido y el
polipéptido de la toxina efector Shiga conserva, solo y/o como un componente de una molécula dirigida a células, la
funcién de la toxina Shiga efector selecciona de uno o mas de los siguientes: direccionamiento intracelular, la
actividad catalitica, y/o citotoxicidad.

Las moléculas de la presente invencién como se define en las reivindicaciones comprenden cada uno un resistente a
la escision por proteasa, Shiga region polipéptido toxina efector que retiene una funcién de toxina efector Shiga (por
ejemplo, direccionamiento intracelular al citosol), pero en ciertas realizaciones se pueden disefiar a partir de un
parental citotéxico molécula a una molécula con la citotoxicidad disminuida o abolida para funciones no citotéxicas,
por ejemplo, citostasis efectuar, entrega de materiales exégenos, y/o la deteccion de tipos de células, mediante la
mutacion de uno 0 mas restos clave para la actividad enzimatica.

La actividad catalitica y/o citotoxica de las subunidades de los miembros de la familia de toxinas Shiga puede ser
disminuida o eliminada por mutacién o truncamiento. Los residuos mas criticos para la actividad enzimatica y/o la
citotoxicidad en la toxina Shiga subunidades han sido asignadas a los siguientes residuos posiciones: asparagina-
75, tirosina-77, glutamato-167, arginina-170, y la arginina-176 entre otros ( di R et al, Toxicon 57:. 525-39 (2011)). En
particular, una construccion de doble mutante de Stx2A que contiene glutamato-E167-a-lisina y arginina-176-a-lisina
mutaciones estaba completamente inactivada; mientras que, muchas mutaciones individuales en Stx1 y Stx2
mostraron una reduccién de 10 veces en la citotoxicidad. Las posiciones de tirosina-77, glutamato-167, arginina-170,
tirosina-114, y triptéfano-203 etiquetados han demostrado ser importantes para la actividad catalitica de Stx, Stx1, y
Stx2 (Hovde C et al., Proc Natl Acad Sci Estados Unidos 85:. 2568-72 (1988); Deresiewicz R et al, Biochemistry 31:
3272-80 (1992); Deresiewicz R et al, Mol Gen Genet 241:. 467-73 (1993); Ohmura M et al. , Microb Pathog 15: 169-
76 (1993); Cao C et al, Microbiol Immunol. 38: 441-7 (1994); Suhan, Infect Immun 66: 5252-9 (1998)). La mutacién
de ambos glutamato-167 y arginina-170 elimina la actividad enzimatica de SLT-l A1 en un ensayo de ribosoma
inactivacion libre de células (LaPointe P et al, J Biol Chem 280:. 23310-18 (2005)). En otro enfoque utilizando la
expresion de novo de SLT-I Al en el reticulo endoplasmico, mutando tanto glutamato-167 y arginina-170 eliminado
SLT-I citotoxicidad fragmento Al en ese nivel de expresion (LaPointe P et al, J Biol Chem 280:. 23310 -18 (2005)).

En ciertas realizaciones de la resistente a la escision por proteasa, Shiga polipéptidos toxina efectoras y/o moléculas
dirigidas a células de la invencion deriva de o que comprende un componente derivado de SLT-1A (SEQ ID NO: 1) o
stxA (SEQ ID NO: 2), la toxina efector Shiga comprende una alteracion de las secuencias de la toxina Shiga de tipo
salvaje, tales como, por ejemplo, uno o mas de la siguiente sustitucion (s): asparagina en la posicion 75, tirosina en
la posicién 77, tirosina en la posicién 114, glutamato en la posicién 167, arginina en la posicién 170, arginina en la
posicion 176, y/o sustitucion del triptéfano en la posicién 203. Ejemplos de tales sustituciones seran conocidos para
el experto sobre la base de la técnica anterior, tales como asparagina en la posiciéon 75 a alanina , tirosina en la
posicion 77 a serina, la sustitucion de la tirosina en la posicién 114 a alanina, sustitucion del glutamato en la posicién
167 en aspartato, la sustitucion de la arginina en la posicién 170 a alanina, la sustitucion de la arginina en la posicién
176 a la lisina, Y/o sustitucion del triptéfano en la posicién 203 a alanina, siempre que el motivo de la escisiéon por
furina alterado permanece alterado y el polipéptido de la toxina efector Shiga conserva, solo y/o como un
componente de una molécula dirigida a células, el efector toxina Shiga funcion selecciona de uno o mas de los
siguientes: direccionamiento intracelular, la actividad catalitica, y/o citotoxicidad. Otras mutaciones que o bien
aumentan o reducen la actividad y/o la citotoxicidad de la toxina Shiga enzimatica estan dentro del alcance de la
presente invencién y se pueden determinar usando técnicas y ensayos bien conocidos descritos en este documento.

En ciertas realizaciones de las moléculas de la presente invencién, uno o mas residuos de aminoacidos pueden ser
mutados, insertadas o suprimidas con el fin de aumentar la actividad enzimatica de la, toxina Shiga regién
polipéptido efector resistente a la escision por proteasa mientras el motivo de escision por furina alterado permanece
interrumpida. Por ejemplo, la mutacion de la posicion residuo de alanina-231 en Stx1A al glutamato aumenté su
actividad enzimatica in vitro (Suhan M, Hovde C, Infect Immun 66: 5252-9 (1998)), pero no va a restaurar la
sensibilidad a la escision por furina.

Las moléculas de la presente invencion se pueden conjugar opcionalmente a uno o mas agentes adicionales que
pueden incluir agentes terapéuticos y/o de diagnéstico conocidos en la técnica, incluyendo agentes tales como los
descritos en el presente documento.

V. Produccién, fabricacién, y purificacién de polipéptidos efectores de la toxina Shiga resistente a la escisibn por
proteasa y moléculas gue comprenden los mismos
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La escision por proteasa, componentes de polipéptido efector de toxina Shiga resistentes y moléculas dirigidas a
células de la invencién pueden ser producidos utilizando técnicas de ingenieria bioquimicas bien conocidas por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, los polipéptidos efectores de la toxina Shiga y moléculas dirigidas a células de la
invencion pueden ser fabricados por procedimientos estandar de sintesis, mediante el uso de sistemas de expresion
recombinantes, o por cualquier otro procedimiento adecuado. Por lo tanto, Shiga polipéptidos toxina efectoras y
moléculas dirigidas a células de la invencién pueden sintetizarse en un nimero de maneras, incluyendo, por
ejemplo, procedimientos que comprenden: (1) sintetizar un componente polipéptido o polipéptido de una proteina
utilizando en fase liquida en fase soélida estandar o metodologia, ya sea por etapas o por el conjunto de fragmento, y
aislar y purificar el polipéptido final o producto de proteina; (2) que expresa un polinucleétido que codifica un
componente de polipéptido o polipéptido de una molécula de la invencién (por ejemplo, polipéptido o proteina) en
una célula huésped y recuperar el producto de expresion de la célula huésped o cultivo de células huésped; o (3) la
expresion in vitro de un polinucleétido que codifica una molécula de la invencién libre de células (por ejemplo, una
célula de orientacion por polipéptido o proteina), y la recuperacién del producto de expresion; o por cualquier
combinacion de los procedimientos de (1), (2) o (3) para obtener fragmentos del componente peptidico,
posteriormente de union (por ejemplo, ligadura) los fragmentos para obtener el componente de péptido, y la
recuperacion del componente peptidico. Por ejemplo, polipéptido y/o componentes de péptidos se pueden ligaron
entre si utilizando reactivos de acoplamiento, tales como, por ejemplo, N, N'-diciclohexilcarbodiimida y N-etil-5-fenil-
isoxazolio-3 'sulfonato (reactivo de Woodward K).

Puede ser preferible sintetizar un resistente a la escisién por proteasa, polipéptido toxina Shiga efector o un
componente de polipéptido o polipéptido de una molécula dirigida a células de la invencién por medio de fase sélida
o sintesis de péptidos en fase liquida. Los polipéptidos efectores de la toxina Shiga y moléculas dirigidas a células
de la invencién pueden convenientemente ser fabricados por procedimientos sintéticos estandar. Asi, los péptidos se
pueden sintetizar por procedimientos, por ejemplo, que comprenden sintetizar el péptido por fase sélida estandar o
metodologia en fase liquida, el montaje fragmento ya sea paso a paso o por, y aislar y purificar el producto peptidico
final. En este contexto, puede hacerse referencia a WO 1998/11125 o, entre otras cosas, Fields G et al., Principles
and Practice of Solid-Phase Peptide Synthesis (péptidos sintéticos, Grant G, ed., Oxford University Press, Reino
Unido, segundo ed., 2002) y los ejemplos de sintesis en el mismo.

Escisién por proteasa resistente, toxina Shiga polipéptidos efectores y moléculas dirigidas a células de la invencion
pueden ser preparados (producido y purificado) usando técnicas recombinantes bien conocidas en la técnica. En
general, se describen en los procedimientos para preparar polipéptidos mediante el cultivo de células huésped
transformadas o transfectadas con un vector que comprende el polinucleétido que codifica y recuperar el polipéptido
del cultivo de células, por ejemplo, Sambrook J et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory ( Press, NY, Estados Unidos, 1989); Dieffenbach C et al, PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Nueva York, Estados Unidos, 1995). Cualquier célula huésped adecuada se puede usar
para producir un polipéptido efector de la toxina Shiga y/o molécula dirigida a células citotoxica de la invencion. Las
células huésped pueden ser células estable o transitoriamente transfectadas, transformadas, transducidas o
infectadas con uno o mas vectores de expresion que dirigen la expresion de un polipéptido de una molécula de la
invencion. Ademas, un Shiga polipéptidos toxina efectoras y/o citotdéxica de células de metas de molécula de la
invencion pueden ser producidos mediante la modificacién del polinucleétido que codifica la molécula dirigida a
células citotéxica de la invencidn que resultan en la alteracion de uno o mas aminodacidos o eliminar o insertar uno o
mas aminoacidos con el fin de conseguir las propiedades deseadas, tales como cambio de citotoxicidad, cambiaron
efectos citostaticos, cambiaron la inmunogenicidad, y/o cambiado vida media en suero.

Hay una amplia variedad de sistemas de expresion que pueden ser seleccionados para producir una molécula de la
invencion (por ejemplo, un polipéptido efector toxina Shiga o proteina especifica por células). Por ejemplo, los
organismos huésped para la expresion de proteinas de la invencion incluyen procariotas, tales como E. coli y B.
subtilis, células eucariotas, tales como levaduras y hongos filamentosos (como S. cerevisiae, P. pastoris, A.
awamori, y K. lactis), algas (como C. reinhardtii), lineas celulares de insecto, células de mamifero (como células
CHO), lineas celulares de la planta, y organismos eucariotas tales como plantas transgénicas (como A. thaliana y N.
benthamiana).

Por consiguiente, la presente descripcién también proporciona procedimientos para producir un resistente a la
escision por proteasa, Shiga polipéptidos toxina efectoras y/o molécula de la invencién (por ejemplo, polipéptido o
proteina) de acuerdo con los procedimientos anteriormente citados y el uso de (i) una parte polinucleétido que
codifica o todos una molécula de la invencién o un componente de polipéptido de la misma, (ii) un vector de
expresion que comprende al menos un polinucledtido de la invencién capaz de codificar parte o la totalidad de una
molécula de la invenciéon o un componente de polipéptido de la misma cuando se introduce en una célula huésped
adecuada o sistema de expresion libre de células, y/o (iii) una célula huésped que comprende un polinucle6tido o
vector de expresion de la invencion.

Cuando un polipéptido o proteina se expresa utilizando técnicas recombinantes en una célula huésped o sistema
libre de células, es ventajoso separar (o purificar) el polipéptido o proteina deseado de otros componentes, tales
como factores de la célula huésped, con el fin de obtener preparaciones que son de alta pureza o son
sustancialmente homogénea. La purificacion se puede lograr por procedimientos bien conocidos en la técnica, tales
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como técnicas de centrifugacioén, técnicas de extraccion, cromatografia y técnicas de fraccionamiento (por ejemplo,
separacion por tamafios mediante filtracion en gel, carga de separacion por columna de intercambio i6nico,
cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de fase inversa, cromatografia en silice o de intercambio
cationico resinas tales como DEAE y similares, cromatoenfoque, y proteina a Sepharose cromatografia para eliminar
los contaminantes), y técnicas de precipitacion (por ejemplo precipitacion con etanol o precipitacion con sulfato de
amonio). Cualquier nimero de técnicas de purificacion bioquimicos se puede usar para aumentar la pureza de un
polipéptido de toxina efectoras Shiga y/o molécula de la invencién (por ejemplo, un polipéptido efector toxina Shiga,
proteina especifica por células, o una molécula dirigida a células de la invencién). En ciertas realizaciones, la célula
de metas de moléculas de la invencion opcionalmente se puede purificar en formas homo-multimérico (es decir, un
complejo de proteinas de dos o proteinas o moléculas dirigidas a células de la invencién mas idéntico) o en formas
hetero-multimérico (es decir, una complejo de proteinas de dos o mas proteinas no idénticas o moléculas dirigidas a
células de la invencion).

En los ejemplos siguientes son descripciones de ejemplos de procedimientos no limitante para la produccién de una
molécula dirigida a células de la invencion, asi como aspectos especificos pero no limitativos de la produccion para
moléculas ejemplares de la invencién (por ejemplo, de una sola cadena, polipéptidos de fusion) .

VI. Composiciones farmacéuticas y de diagnéstico que comprenden un polipéptido efector de la toxina Shiga
resistente a la escisidén por proteasa de la invencién

La presente invencion proporciona citotéxicos, moléculas dirigidas a células para su uso, solo o en combinacién con
uno o0 mas agentes terapéuticos adicionales, en una composicién farmacéutica, para el tratamiento o la profilaxis de
afecciones, enfermedades, trastornos o sintomas descritos en mas detalle a continuaciéon (por ejemplo, canceres,
tumores malignos, tumores no malignos, anormalidades del crecimiento, trastornos inmunes, y las infecciones
microbianas). La presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden un
molécula dirigida a células de la invencién, citotoxica, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo,
de acuerdo con la invencidn, junto con un vehiculo, excipiente, o vehiculo al menos un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica de la invencién puede comprender formas homo-
multimérico y/o hetero-multimérico de las moléculas o moléculas dirigidas a células de la invencion. Las
composiciones farmacéuticas de la invencién son Utiles en procedimientos de tratamiento, la mejora o la prevencién
de una enfermedad, afeccion, trastorno o sintoma se describe en mas detalle a continuaciéon. Cada uno de tales
enfermedad, afeccidn, trastorno o sintoma se prevé para ser una realizacién separada con respecto a los usos de
una composicidon farmacéutica de acuerdo con la invencion. La invencion proporciona ademas composiciones
farmacéuticas para uso en al menos un procedimiento de tratamiento de acuerdo con la invencién, como se describe
en mas detalle a continuacion.

Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "paciente” y "sujeto" se utilizan indistintamente para
referirse a cualquier organismo, habitualmente vertebrados, tales como seres humanos y animales, que presenta
sintomas, signos y/o indicaciones de al menos una enfermedad, trastorno o afeccion. Estos términos incluyen
mamiferos, tales como los ejemplos, no limitantes, de primates, animales de ganado (por ejemplo, ganado bovino,
caballos, cerdos, ovejas, cabras, etc.), animales de compafia (por ejemplo, gatos, perros, etc.) y animales de
laboratorio (por ejemplo ratones, conejos, ratas, etc.).

Tal como se usa en el presente documento, "tratar”, "que trata" o "tratamiento” y las variantes gramaticales de los
mismos se refieren a una estrategia para obtener resultados clinicos beneficiosos o deseados. Los términos pueden
referirse a retardar la aparicion o la velocidad de desarrollo de una afeccién, trastorno o enfermedad, reducir o aliviar
los sintomas asociados con los mismos, generar una regresion completa o parcial de la afeccién, o alguna
combinacion de cualquiera de los anteriores. Para los fines de esta invencion, los resultados clinicos beneficiosos o
deseados incluyen, pero no se limitan a, la reduccion o alivio de los sintomas, disminucion de la extensiéon de la
enfermedad, la estabilizacion (por ejemplo, no empeoramiento) del estado de la enfermedad, retraso o ralentizacion
de la progresion de la enfermedad, mejora o paliacion del estado de enfermedad y la remisién (ya sea parcial o
total), ya sea detectable o indetectable. "Tratar", "que trata" o "tratamiento" también pueden significar prolongar la
supervivencia en relacion con el tiempo de supervivencia esperado si no se recibe tratamiento. Un sujeto (por
ejemplo un ser humano) en necesidad de tratamiento puede ser por tanto un sujeto ya aquejado de la enfermedad o
trastorno en cuestion. Los términos "tratar”, "que trata” o "tratamiento" incluyen la inhibicién o la reduccién de un
aumento en la gravedad de un estado o sintomas patolégicos con respecto a la ausencia de tratamiento, y no esta
necesariamente destinado a implicar el cese completo de la enfermedad, trastorno o estado pertinentes. Con
respecto a los tumores y/o canceres, el tratamiento incluye reducciones en la carga tumoral global y/o el tamafio del
tumor individual.

Tal como se usa en este documento, los términos "prevenir”, "que previene", "prevencion" y variantes gramaticales
de los mismos se refieren a un procedimiento para prevenir el desarrollo de, o alterar la patologia de, una afeccion,
enfermedad o trastorno. En consecuencia, la "prevencion" puede referirse a las medidas profilacticas o
preventivas. Para los fines de esta invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se
limitan a, la prevencién o ralentizacion de los sintomas, progresion o desarrollo de una enfermedad, ya sea
detectable o indetectable. Un sujeto (por ejemplo un ser humano) en necesidad de la prevencion puede ser por tanto
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un sujeto aun no afectado por la enfermedad o trastorno en cuestion. El término "prevencion” incluye retardar la
aparicion de la enfermedad en relacion con la ausencia de tratamiento, y no esta necesariamente destinado a
implicar la prevencion permanente de la enfermedad, trastorno o afeccién pertinentes. Por lo tanto "prevenir" o
"prevencion” de una enfermedad puede, en ciertos contextos, referirse a la reduccion del riesgo de desarrollar la
afeccion, o prevenir o retrasar la aparicion de los sintomas asociados con la enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, una "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" es una
cantidad o dosis de una composicién (por ejemplo, una composicion o agente terapéutico) que produce al menos un
efecto terapéutico deseado en un sujeto, tal como la prevencion o el tratamiento de una afeccion objetivo o alivio
beneficioso de un sintoma asociado con la enfermedad. La cantidad terapéuticamente eficaz mas deseable es una
cantidad que producird una eficacia deseada de un tratamiento particular seleccionado por un experto en la técnica
para un sujeto dado en necesidad del mismo. Esta cantidad variard dependiendo de una variedad de factores
entendidos por el experto en la materia, incluyendo, pero no limitado a, las caracteristicas de la molécula o
composicion terapéutica (incluyendo actividad, farmacocinética, farmacodinamica y biodisponibilidad), la condicién
fisiolégica del sujeto (incluyendo edad, sexo, tipo de enfermedad, estadio de la enfermedad, condicion fisica general,
respuesta a una dosis dada y tipo de medicacién), la naturaleza del portador o portadores farmacéuticamente
aceptables en la formulacion y la via de administracion. Un experto en el sector clinico y farmacolégico sera capaz
de determinar una cantidad terapéuticamente efectiva a través de la experimentacion de rutina, es decir, mediante el
control de la respuesta de un sujeto a la administracion de una composicién de materia y el ajuste de la dosificacion
en consecuencia (véase, por ejemplo Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Gennaro A, ed., Mack
Publishing Co., Easton, PA, Estados Unidos, 192 ed., 1995)).

Las composiciones de diagnoéstico de la presente invencion comprenden una molécula de la invencidn, tal como se
define en las reivindicaciones, y uno o0 mas agentes promotores de deteccion. Varios agentes promotores de la
deteccién son conocidos en la técnica, tales como is6topos, colorantes, agentes colorimétricos, agentes
potenciadores de contraste, agentes fluorescentes, agentes bioluminiscentes y agentes magnéticos. Estos agentes
pueden ser incorporados en la molécula de la invencién en cualquier posicion. La incorporaciéon del agente puede
ser a través de un residuo o residuos de aminoacidos de la molécula citotoxica o a través de algun tipo de unién
conocido en la técnica, incluyendo a través de enlazadores y/o quelantes. La incorporacion del agente es de tal
manera que permite la deteccion de la presencia de la composicion de diagnéstico en una pantalla, ensayo,
procedimiento de diagndstico y/o técnica de imagen.

Cuando se produce o fabrica una composiciéon de diagndstico de la presente invencién, una molécula dirigida a
células de la invencion puede unirse directa o indirectamente a uno o mas agentes promotores de la deteccién. Hay
numerosos agentes promotores de la deteccion conocidos para el experto que pueden unirse operativamente a las
moléculas de la presente invencion para los procedimientos de recopilacion de informacién, tales como para
aplicaciones de diagnéstico y/o pronostico de enfermedades, trastornos o afecciones de un organismo (véase, por
ejemplo Cai W et al, J Nucl Med 48: 304-10 (2007); Nayak T, Brechbiel M, Bioconjug Chem. 20: 825-41 (2009);
Paudyal P et al, Oncol Rep. 22: 115-9 (2009 ); Qiao J et al, PLoS ONE 6: €18103 (2011); Sano K et al, Breast
Cancer Res. 14:. R61 (2012)). Por ejemplo, los agentes promotores de la deteccion incluyen agentes de contraste
que mejoran la imagen, tales como colorantes fluorescentes (por ejemplo Alexa680, verde de indocianina y Cy5.5),
is6topos y radionuclidos, tales como 1C, 13N, 150, 18F, 32pP, 5IMn, °mMn, %?Fe, 55Co, 62Cu, %4Cu, %"Cu, 5'Ga, %8Ga,
72AS, 7388, 758]’, 7GB|’, Sszb, SSSr’ SGY, QOY, 892]’, 94mTC, 94TC, gngC, 110|n’ lll|n’ 120|' 123|, 124|, 125|’ 131|' 154Gd, 1556d,
1%6Gd, 157Gd, 1%8Gd, 77Lu, %Re, 1%Re, y ?2°R, iones paramagnéticos, tales como cromo (Ill), manganeso (Il), hierro
(1), hierro (I), cobalto (II), niquel (I), cobre (1), neodimio (1), samario (Ill), iterbio (Il1), gadolinio (1), vanadio (II),
terbio (Ill), disprosio (l11), holmio (IlI) o erbio (Ill), metales, tales como lantano (ll1), oro (Ill), plomo (1) y bismuto (lII),
agentes que mejoran el contraste por ultrasonidos, tales como liposomas, agentes radiopacos, tales como
compuestos de bario, galio y talio. Los agentes promotores de la deteccion pueden incorporarse directa o
indirectamente usando un grupo funcional intermediario, tales como quelantes como 2-bencil DTPA, PAMAM, NOTA,
DOTA, TETA, anélogos de los mismos, y equivalentes funcionales de cualquiera de los anteriores (ver Leyton J et
al., Clin Cancer Res 14: 7488-96 (2008)).

Existen numerosas técnicas estandar conocidas para el experto para la incorporacién, adhesion y/o conjugacion de
diversos agentes promotores de la deteccidn a proteinas, especialmente a inmunoglobulinas y dominios derivados
de inmunoglobulina (Wu A, Methods 65: 139-47 (2014)). De manera similar, hay numerosas estratategias de
imagenes conocidas para el experto, tales como las técnicas de obtencién de imagenes in vivo no invasivas
cominmente usadas en el campo médico, por ejemplo: formacion de imagenes por tomografia computarizada (TC),
formacion de imagenes épticas (incluyendo obtencion de imagenes de forma directa, fluorescente y bioluminiscente),
obtencidon de imagenes por resonancia magnética (MRI), tomografia por emision de positrones (PET), ultrasonidos
con tomografia computarizada por emisién de un solo fotén (SPECT) de ultrasonidos, y obtencién de imagenes por
tomografia computarizada con rayos X (ver Kaur S et al, Cancer Lett. 315: 97-111 (2012), para una revision).

Produccién o fabricacién de una composicidon farmacéutica y/o composicién de diagnéstico que comprende un
polipéptido efector de la toxina Shiga resistente a la escisién por proteasa

Sales o0 solvatos farmacéuticamente aceptables de cualquiera de las moléculas dirigidas a células citotdxicas de la
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presente invencidn estan asimismo dentro del alcance de la presente invencion.

El término "solvato" en el contexto de la presente invencion se refiere a un complejo de estequiometria definida
formado entre un soluto (en este caso, una molécula de la invencién o sal farmacéuticamente aceptable de la misma
de acuerdo con la invencion) y un disolvente. El disolvente en esta conexién puede, por ejemplo, ser agua, etanol u
otra especie organica farmacéuticamente aceptable, tipicamente de peso molecular pequefio, tal como, pero no
limitado a, acido acético o acido lactico. Cuando el disolvente en cuestidn es agua, un solvato de este tipo se conoce
normalmente como un hidrato.

Las moléculas de la presente invencion, o sales de las mismas, se pueden formular como composiciones
farmacéuticas preparadas para almacenamiento o administracion, que tipicamente comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de una molécula de la invencién, o una sal de la misma, en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera de los vehiculos farmacéuticos
estandar. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica
farmacéutica, y se describen, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co. (A.
Gennaro, ed., 1985)). Tal como se usa en este documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye
cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antimicrobianos, agentes
isoténicos y agentes que retrasan la absorcion, y similares, fisiologicamente aceptables, es decir, compatibles. Los
vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen los usados en formulaciones adecuadas para
administracion oral, rectal, nasal o parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, y
transdérmica). Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles. Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas de la invencién incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y
similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. En ciertas realizaciones, el vehiculo es adecuado para
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo mediante
inyeccion o infusién). Dependiendo de la ruta de administracién seleccionada, la molécula que se dirige a una célula
u otro componente farmacéutico pueden recubrirse en un material destinado a proteger la molécula de la accion del
pH bajo y otras condiciones de inactivacion natural en las que la molécula activa se puede encontrar cuando se
administra a un paciente por una via de administracion particular.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden presentarse convenientemente en
forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse por cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica
de la farmacia. En dicha forma, la composicion se divide en dosis unitarias que contienen cantidades apropiadas del
componente activo. La forma de dosificacion unitaria puede ser una preparacion envasada, conteniendo el envase
cantidades discretas de las preparaciones, por ejemplo, comprimidos envasados, capsulas y polvos en viales o
ampollas. La forma de dosificacion unitaria puede ser también una cépsula, pildora o el propio comprimido, o puede
ser el nUmero apropiado de cualquiera de estas formas envasadas. Puede proporcionarse en forma inyectable de
dosis Unica, por ejemplo en forma de una pluma. Las composiciones se pueden formular mediante cualquier via y
medios de administracién adecuados. Los modos de administracion subcutdneos o transdérmicos pueden ser
particularmente adecuados para composiciones farmacéuticas y moléculas terapéuticas de la invencion descritas en
este documento.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes,
agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de
microorganismos se puede asegurar tanto mediante procedimientos de esterilizacion como mediante la inclusién de
diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido sorbico y
similares. También pueden ser deseables agentes isotdnicos, tales como azlcares, cloruro de sodio, y similares en
las composiciones. Ademas, la absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede ser provocada por
la inclusién de agentes que retrasan la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Una composicién farmacéutica de la invencién también incluye opcionalmente un antioxidante farmacéuticamente
aceptable. Los antioxidantes farmacéuticamente aceptables de ejemplo son antioxidantes solubles en agua, tales
como &cido ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y
similares; antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol, y similares; y agentes quelantes de metales,
tales como acido citrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico, y similares.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden uno o0 una
combinacion de diferentes moléculas de la invencion, tal como se definen en las reivindicaciones, o un éster, sal o
amida de cualquiera de los anteriores, y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones terapéuticas son tipicamente estériles y estables en las condiciones de fabricaciéon y
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almacenamiento. La composicion puede formularse como una solucién, microemulsion, liposoma, u otra estructura
ordenada adecuada para una alta concentraciéon de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de
dispersién que contiene, por ejemplo, agua, alcohol, tal como etanol, poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido), o cualquier mezcla adecuada. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante
el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de dispersion y mediante el uso de agentes tensioactivos de acuerdo con la quimica de la formulacion bien
conocida en la técnica. En ciertas realizaciones, pueden ser deseables en la composicidon agentes isotonicos, por
ejemplo, azucares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de
composiciones inyectables puede provocarse mediante la inclusién en la composicidon de un agente que retrase la
absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Las soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacion intradérmica o subcutanea incluyen tipicamente uno o mas
de: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccion, solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencilico o metil
parabenos; antioxidantes, tales como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales como acido
etilendiaminotetraacético; tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos; y agentes de ajuste de la tonicidad,
tales como, por ejemplo, cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidréxido de sodio, o tampones con citrato, fosfato, acetato y similares. Dichas preparaciones se
pueden encerrar en ampollas, jeringas desechables o viales de mdltiples dosis fabricados de vidrio o plastico.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse mediante la incorporacion de una molécula de la invencion
en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes descritos
anteriormente, segun se requiera, seguido de microfiltracion con esterilizacion. Las dispersiones se pueden preparar
mediante la incorporacion de la molécula activa en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersiéon y los
otros ingredientes, tales como los descritos anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los procedimientos de preparacién son secado al vacio y secado por congelacion
(liofilizacién) que producen un polvo del principio activo ademas de cualquier ingrediente deseado adicional de una
solucioén filtrada estéril de los mismos.

Cuando se disefia una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de la invencién para ser administrada
mediante, por ejemplo, inyeccién intravenosa, cutdnea o subcutanea, el agente de union estara en forma de una
solucion acuosa libre de pirégenos parenteralmente aceptable. Los procedimientos para preparar soluciones de
proteina parenteralmente aceptables, teniendo en consideracién un pH, isotonicidad, estabilidad, y similares
apropiados estan dentro de la experiencia en la técnica. Una composicion farmacéutica preferida para inyeccion
intravenosa, cutanea o subcutanea contiene, ademas de agentes de union, un vehiculo isotdnico, tal como inyeccién
de cloruro de sodio, inyeccion de Ringer, inyeccion de dextrosa, inyeccion de dextrosa y cloruro sédico, inyeccion de
Ringer con lactato, u otro vehiculo conocido en la técnica. Una composicién farmacéutica de la presente invencion
también puede contener estabilizantes, conservantes, tampones, antioxidantes, u otros aditivos bien conocidos por
los expertos en la técnica.

Tal como se describe en otra parte en el presente documento, una molécula de la presente invencidon o composicion
de la misma (por ejemplo, composicidon farmacéutica o de diagnostico) se pueden preparar con vehiculos que
protegeran la molécula contra la liberacion rapida, tal como una formulacién de liberacion controlada, incluyendo
implantes, parches transdérmicos y sistemas de liberacion microencapsulada. Se pueden utilizar polimeros
biodegradables, biocompatibles, tales como acetaro de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno,
poliortoésteres y acido polilactico. Muchos procedimientos para la preparacion de tales formulaciones estan
patentados o son generalmente conocidos para los expertos en la técnica (véase, por ejemplo Sustained and
Controlled Release Drug Delivery Systems (Robinson J, ed., Marcel Dekker, Inc., NY, US, 1978)).

En ciertas realizaciones, la composicién de la presente invencion (por ejemplo, composicién farmacéutica o de
diagndstico) puede formularse para asegurar una distribucion deseada in vivo. Por ejemplo, la barrera
hematoencefalica excluye muchos compuestos grandes y/o hidréfilos. Para direccionar una molécula terapéutica o
composicion de la invencién a una localizacién particular in vivo, se puede formular, por ejemplo, en liposomas que
pueden comprender uno o mas restos que se transportan selectivamente en células u érganos especificos,
mejorando asi la administracion dirigida de farmacos. Los restos de direccionamiento de ejemplo incluyen folato o
biotina; mandésidos; anticuerpos; receptor de la proteina A surfactante; p120 catenina y similares.

Las composiciones farmacéuticas incluyen formulaciones parenterales disefiadas para ser utilizadas como implantes
0 sistemas de particulas. Los ejemplos de implantes son formulaciones de depdésito compuestas de componentes
poliméricos o hidréfobos, tales como emulsiones, resinas de intercambio i6nico y soluciones de sales
solubles. Ejemplos de sistemas de particulas son dendrimeros, liposomas, microesferas, microparticulas,
nanocapsulas, nanoparticulas, nanovaras, nanoesferas, micelas poliméricas y nanotubos (véase, por ejemplo Honda
M et al, Int J Nanomedicine. 8: 495-503 (2013); Sharma A et al, Biomed Res Int 2013:. 960 821 (2013); Ramishetti S,
Huang L, Ther Deliv 3: 1429-1445 (2012)). Las formulaciones de liberacién controlada se pueden preparar utilizando
polimeros sensibles a iones, tales como, por ejemplo, liposomas, polaxadmero 407 e hidroxiapatita.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden producirse usando técnicas conocidas en el
sector, de manera que las composiciones producidas comprenden emulsiones, liposomas, niosomas, nanoparticulas
poliméricas y/o nanoparticulas lipidicas soélidas (SLN) (véase, por ejemplo Lakshmi P et al., Venereal Leprol 73: 157-
161 (2007); A Revolution in Dosage Form Design and Development, Recent Advances in Novel Drug Carrier
Systems (Sezer A, ed, InTech, 2012)).

Comunmente, las composiciones farmacéuticas que comprenden liposomas comprenden liposomas dispersos en un
medio acuoso (véase, por ejemplo Li S et al, J Control Release 126: 77-84 (2008); Li S et al, Mol Ther 16:.. 163-9
(2008); Chen Y et al, J Invest Dermatol 130:.. 2790-8 (2010); Chen Y et al, J Biol Chem 285: 22639-50 (2010)). Los
liposomas y las nanoparticulas pueden ser mediante la incorporacién de dominios de inmunoglobulina, receptores,
y/o ligandos durante su produccién (véase dirigida por células por ejemplo, Khan D et al, Biologia Quimica y Drug
Design 71: 3-7 (2008); Rezler E et al.. , revista de la American Chemical Society 129: 4961-72 (2007); Khan D, Diario
de la Ciencia del cancer y terapia. 2: 58-62 (2010); van der Meel R et al, J control Release 159: 281-9 . (2012); Sada
S et al, Curr cancer Crug Targets 15: 71-86 (2015)).

Comunmente, SLNs comprenden lipidos tales como cera de parafina y glicéridos biodegradables (véase, por
ejemplo Attama A et al, Int JPharm 304: 4-10 (2005)). SLNs se pueden cargar con citotéxico, dirige a una célula
moléculas de la invencion usando procedimientos conocidos para el experto, tales como, por ejemplo, mediante el
uso de conjugados de lipidos-terapéutico en forma de nanoparticulas (véase, por ejemplo Miller R et al., Eur J
Pharm Biopharm 41: 62-9 (1995); Friedrich | et al, Int JPharm 305: 167-75 (2005); Schubert MA et al, Eur J Pharm
Sci. 27:. 226-36 (2006); Attama A et al ., Eur J Pharm Biopharm 64: 294-306 (2006); Attama A, Miiller-Goymann C,
Int JPharm 322: 67-78 (2006); Attama A et al, Int JPharm 355:. 307-13 (2008) ; Attama A et al, J Drug Deliv Sci
Technol. 18: 181-8 (2008); Attama A et al, Current Eye Res 34: 698-705 (2009); patente de Estados Unidos
8.663.692).. En particular, SLNs pueden incorporar compuestos hidréfilos que comprenden polipéptidos de la toxina
derivada de Shiga unidos a célula-focalizacién, regiones de unién (véase, por ejemplo Miller R et al, Eur J Pharm
Biopharm. 41: 62-9 (1995)). SLNs que comprenden copolimeros de HPMA se pueden disefiar para dirigirse a
compartimentos subcelulares después de la internalizacion celular (véase, por ejemplo Jensen K et al, J Control
Release. 87: 89-105 (2003)).

VII. Polinucleétidos, vectores de expresiéon y células huésped

Mas alla de las moléculas de la presente invencion, los polinucleétidos que codifican los polipéptidos y proteinas de
la invencion, o porciones funcionales de los mismos, estan dentro del alcance de la presente descripcion. El término
"polinucledtido” es equivalente a la expresion "acidos nucleicos" ambos de los cuales incluyen polimeros de acidos
desoxirribonucleicos (ADN), polimeros de acidos ribonucleicos (ARN), analogos de estos ADN o ARN generados
usando andlogos de nucledtidos, y derivados, fragmentos y homélogos de los mismos. El polinucleétido de la
descripcion puede ser simple, doble o de cadena triple. Los polinucledtidos descritos se dan a conocer
especificamente para incluir todos los polinucleétidos capaces de codificar una molécula dirigida a células ejemplar,
por ejemplo, teniendo en cuenta la oscilacion conocido para ser tolerado en la tercera posicion de los codones de
ARN, sin embargo, que codifica para el mismo aminoacido como un ARN diferente codon (ver Stothard P,
Biotechniques 28: 1102-4 (2000)).

En un aspecto, la descripcion proporciona polinucleétidos que codifican un resistente a escisién por proteasa, los
polipéptidos efectores de la toxina Shiga y/o una molécula de la invencion (por ejemplo, polipéptido o proteina), o un
fragmento o derivado del mismo. Los polinucleétidos pueden incluir, por ejemplo, una secuencia de acido nucleico
qgue codifica un polipéptido de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% o0 mas ,
idéntico a un polipéptido que comprende una de las secuencias de aminoacidos de la proteina. La descripcion
también incluye polinucleétidos que comprenden secuencias de nucledtidos que se hibridan en condiciones
rigurosas con un polinucleétido que codifica resistente a la escision por proteasa, los polipéptidos de la toxina
efectoras Shiga y/o un polipéptido de una molécula de la invencién, o un fragmento o derivado del mismo, o la
antisentido o complemento de cualquiera de tales secuencias.

Los derivados o analogos de los polinucleétidos (o escision por proteasa resistentes, polipéptidos y/o proteinas
toxina efectoras Shiga) de la descripcion incluyen, moléculas que tienen regiones entre otras cosas, polinucleétido (o
polipéptido) que son sustancialmente homoélogas a los polinucleétidos, resistente a la escision por proteasa , los
polipéptidos efectores de la toxina Shiga, o proteinas de la invencion, por ejemplo en al menos aproximadamente
45%, 50%, 70%, 80%, 95%, 98%, o incluso 99% de identidad (con una identidad preferida de 80-99% ) mas de una
secuencia de polinucleétido o polipéptido de la mismo tamafio o cuando se compara con una secuencia alineada en
la que la alineaciéon se hace por un programa de homologia de ordenador conocido en la técnica. Un programa de
ejemplo es el programa GAP (Wisconsin Sequence Analysis Package, Versién 8 para UNIX, Genetics Computer
Group, University Park Investigacion, Madison, WI, Estados Unidos) utilizando la configuracion predeterminada, que
utiliza el algoritmo de Smith T, Waterman M, Adv. Appl. Mates. 2: 482-9 (1981). También se incluyen polinucleétidos
capaces de hibridar con el complemento de una secuencia que codifica las proteinas de la invencién en condiciones
rigurosas (véase por ejemplo Ausubel F et al., Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, Nueva
York, NY, US, 1993)), y por debajo. Las condiciones rigurosas son conocidas por los expertos en la técnica y pueden
encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, NY, US, Ch. Sec. 6.3.1-6.3.6 (1989)).
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La presente descripcion proporciona ademas vectores de expresion que comprenden los polinucleétidos dentro del
alcance de la presente descripcion. Los polinucleétidos capaces de codificar la resistente, polipéptidos y/o proteinas
de la invencion toxina efectoras Shiga escision por proteasa se pueden insertar en vectores conocidos, incluyendo
plasmidos bacterianos, vectores virales y vectores de fago, utilizando materiales y procedimientos bien conocidos en
la técnica para producir vectores de expresion. Tales vectores de expresion incluirdn los polinucleétidos necesarias
para apoyar la produccion de polipéptidos contemplados toxina Shiga efectoras y/o proteinas de la invencién dentro
de cualquier célula huésped de eleccibn o sistemas de expresion libres de células (por ejemplo pTxbl y
pIVEX2.3). Los polinucledtidos especificos que comprenden los vectores de expresién para su uso con tipos
especificos de células huésped o sistemas de expresion libres de células son bien conocidos para una persona de
experiencia ordinaria en la técnica, pueden determinarse utilizando experimentacion de rutina, o pueden ser
comprados.

El término "vector de expresion", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polinucleétido, lineal o
circular, que comprende una o mas unidades de expresion. El término "unidad de expresion" se refiere a un
segmento de polinucledtido que codifica un polipéptido de interés y capaz de proporcionar la expresion del segmento
de acido nucleico en una célula huésped. Una unidad de expresion comprende tipicamente un promotor de
transcripcién, un marco de lectura abierto que codifica el polipéptido de interés, y un terminador de la transcripcion,
todos en configuracién operativa. Un vector de expresion contiene una o mas unidades de expresion. Por lo tanto, en
el contexto de la presente invencién, un vector de expresion que codifica un polipéptido de toxina efectoras Shiga y/o
una proteina que comprende una sola cadena de polipéptido (por ejemplo, un scFv recombinado genéticamente con
un polipéptido efector de la toxina Shiga) incluye al menos una unidad de expresién para la cadena polipeptidica
Unica, mientras que una proteina que comprende, por ejemplo, dos 0 mas cadenas de polipéptidos (por ejemplo, una
cadena que comprende un V L de dominio y una segunda cadena que comprende un V n dominio unido a un
polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende un motivo de escision por furina alterado) incluye al menos dos
unidades de expresién, una para cada una de las dos cadenas de polipéptido de la proteina. Para la expresion de
proteinas multi-cadena de la invencién, una unidad de expresién para cada cadena de polipéptido también puede
estar contenida por separado en diferentes vectores de expresion (por ejemplo, la expresiéon puede conseguirse con
una Unica célula huésped en la que se ha introducido vectores de expresién para cada cadena de polipéptido).

Los vectores de expresion capaces de dirigir la expresion transitoria o estable de polipéptidos y proteinas son bien
conocidos en la técnica. Los vectores de expresion generalmente incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de los
siguientes: una secuencia o péptido sefial heterélogo, un origen de replicaciéon, uno o mas genes marcadores, un
elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminacién de la transcripcion, cada uno de los cuales es
bien conocido en la técnica. Las secuencias de control de regulacion, secuencias de integracion y marcadores Utiles
opcionales que se pueden emplear son conocidos en la técnica.

El término "célula huésped" se refiere a 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 eucariéticas (por
ejemplo, células de levaduras, insectos, anfibios, aves o mamifero). La creacion y aislamiento de lineas celulares
huésped que comprenden un polinucleétido de la descripcion o son capaces de producir una molécula de la
invencion (por ejemplo, polipéptido o proteina) pueden llevarse a cabo utilizando técnicas estandar conocidas en la
técnica.

Los polipéptidos y/o proteinas efectores de la toxina Shiga resistentes a la escision por proteasa dentro del alcance
de la presente invencién pueden ser variantes o derivados de los polipéptidos y proteinas descritos en este
documento que son producidos mediante la modificacién del polinucledtido que codifica un polipéptido y/o proteina
mediante la alteracion de uno o mas aminoécidos o eliminacién o insercién de uno o mas aminoacidos que pueden
hacer que sea mas adecuado para lograr las propiedades deseadas, tales como la expresién mas éptima por una
célula huésped.

VIII. Moléculas de la invencién inmovilizadas sobre sustratos sélidos

Ciertas realizaciones de la presente invencién incluyen una molécula dirigida a células de la presente invencion,
citotoxica, inmovilizada sobre un sustrato solido. Los sustratos sélidos contemplados en este documento incluyen,
pero no se limitan a, microperlas, nanoparticulas, polimeros, materiales de matriz, microarrays, placas de
microtitulacién, o cualquier superficie solida conocida en la técnica (ver por ejemplo, US 7.771.955). De acuerdo con
estas realizaciones, una molécula de la presente invencion puede estar unida covalente o no covalentemente a un
sustrato sdlido, tal como, por ejemplo, una perla, particula, o placa, usando técnicas conocidas para el experto. Las
moléculas inmovilizadas de la invencion pueden ser utilizadas para aplicaciones de cribado utilizando técnicas
conocidas en el sector (véase, por ejemplo Bradbury A et al, Nat Biotechnol 29: 245-54 (2011); Sutton C, Br J
Pharmacol. 166: 457-75 (2012); Diamante L et al, Protein Eng Des Sel. 26: 713-24 (2013); Houlihan G et al, J
Immunol Methods 405: 47-56 (2014)).

Ejemplos no limitantes de sustratos soélidos sobre los que una molécula de la invencién puede inmovilizarse incluyen:
microperlas, nanoparticulas, polimeros, nanopolimeros, nanotubos, perlas magnéticas, perlas paramagnéticas,
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perlas superparamagnéticas, perlas recubiertas con estreptavidina, perlas magnéticas de fase inversa, perlas
terminadas en carboxilo, perlas terminadas en hidrazina, perlas de silice (silice soédica) y perlas modificadas con
acido iminodiacético (IDA), perlas modificadas con aldehido, perlas activadas con epoxi, perlas modificados con
diaminodipropilamina (DADPA) (perlas con grupos de amina primaria en la superficie), perlas poliméricas
biodegradables, sustratos de poliestireno, particulas de amino-poliestireno, particulas de carboxil-poliestireno,
particulas de epoxi-poliestireno, particulas de dimetilamino-poliestireno, particulas de hidroxi-poliestireno, particulas
de color, particulas de citometria de flujo, particulas de sulfonato-poliestireno, superficies de nitrocelulosa,
membranas de nitrocelulosa reforzadas, membranas de nylon, superficies de vidrio, superficies de vidrio activadas,
superficies de cuarzo activadas, membranas de difluoruro de poliviniideno (PVDF), sustratos a base de
poliacrilamida, sustratos de cloruro de polivinilo, sustratos de metacrilato de polimetilo, sustratos de poli(dimetil
siloxano) y fotopolimeros que contienen especies fotorreactivas (tales como radicales nitrenos, carbenos y cetilo)
capaces de formar enlaces covalentes. Otros ejemplos de sustratos sélidos sobre los que una molécula de la
invencion puede inmovilizarse se utilizan cominmente en sistemas de expresién molecular, tales como, por ejemplo,
superficies celulares, fagos y particulas de virus.

IX. Dispositivos de administracién y Kits

En ciertas realizaciones, la descripcién se refiere a un dispositivo que comprende una 0 mas composiciones de
materia de la presente invencién, tal como una composicidn farmacéutica, para la administracion a un sujeto. Por lo
tanto, un dispositivo de administracién que comprende una 0 mas composiciones de materia de la invencién se
puede usar para administrar a un paciente una composicion de materia de la invencidbn mediante diversos
procedimientos de administracion, incluyendo: inyeccion intravenosa, subcutanea, intramuscular o intraperitoneal;
administracion oral; administracién transdérmica; administracion pulmonar o transmucosa; administracion por
implante, bomba osmética, cartucho o microbomba; 0 mediante otros medios reconocidos por una persona de
experiencia en la técnica.

También dentro del alcance de la presente descripcion estan kits que comprenden al menos una composicién de
materia de la invencién, y opcionalmente, el envase y las instrucciones de uso. Los kits pueden ser Utiles para la
administracion del farmaco y/o la recogida de informacion de diagndéstico. Un kit de la descripcion puede comprender
opcionalmente al menos un reactivo adicional (por ejemplo, patrones, marcadores, y similares). Los kits tipicamente
incluyen una etiqueta que indica el uso pretendido de los contenidos del kit. El kit puede comprender ademas
reactivos y otras herramientas para la deteccién de un tipo de célula (por ejemplo, células tumorales) en una muestra
0 en un sujeto, o para el diagnéstico de si un paciente pertenece a un grupo que responde a una estrategia
terapéutica que usa una molécula, composicion, o el procedimiento relacionado de la invencién, tal como se describe
en el presente documento.

X. Procedimientos para usar moléculas de la invencién que incluyen polipéptidos efectores de la toxina Shiga
resistentes a la escisién por proteasa, moléculas dirigidas a células, composiciones farmacéuticas y composiciones
de diagnéstico de la invencién

En general, un objeto de la invencién es proporcionar agentes farmacolégicamente activos, asi como composiciones
que comprenden los mismos, tal como se define en las reivindicaciones, que se pueden utilizar en la prevencién y/o
tratamiento de enfermedades, trastornos y afecciones, tales como ciertos tipos de cancer, tumores, anomalias en el
crecimiento, trastornos inmunitarios u otras afecciones patoldgicas mencionadas en el presente documento. Por
consiguiente, la presente invencién proporciona moléculas de la invencion (incluyendo polipéptidos efectores de la
toxina Shiga resistentes a la escision por proteasa, moléculas dirigidas a células, composiciones farmacéuticas, y
composiciones de diagndstico) para su uso en procedimientos para la eliminacion selectiva de células, para la
liberacién de materiales exdgenos adicionales en células diana, para el marcaje de los interiores de las células
diana, para la recogida de informacion de diagnostico y para el tratamiento de enfermedades, trastornos y
afecciones, tal como se describe en el presente documento.

En particular, un objeto de la pesente invencidon es proporcionar tales agentes farmacoldégicamente activos,
composiciones y/o procedimientos que tienen ciertas ventajas en comparaciéon con los agentes, composiciones y/o
procedimientos que se conocen actualmente en la técnica. Por consiguiente, la presente invencién proporciona usos
de moléculas de la presente invencién que consisten en polipéptidos o proteinas caracterizadas por secuencias de
polipéptidos especificadas y composiciones farmacéuticas de los mismos. Por ejemplo, cualquiera de las secuencias
polipeptidicas en SEQ ID NOs: 4-61 puede utilizarse especificamente como un componente de la molécula dirigida a
células utilizada en los siguientes procedimientos.

La presente invencion proporciona procedimientos in vitro para eliminar una célula que comprende la etapa de poner
en contacto la célula con una molécula o composicién farmacéutica de la presente invencion, tal como se define en
las reivindicaciones. Las moléculas y composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden usar para eliminar un
tipo especifico de célula tras poner en contacto una célula o células con una de las composiciones reivindicadas de
la materia. En ciertas realizaciones, una molécula dirigida a células, citotoxica, o composicién farmacéutica de la
presente invencidn pueden usarse para eliminar tipos especificos de células en una mezcla de diferentes tipos de
células, tales como mezclas que comprenden células cancerosas, células infectadas y/o células hematolégicas. En

61



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2 717751713

ciertas realizaciones, una molécula dirigida a células, citotoxica, o composicion farmacéutica de la presente
invencion se pueden usar para eliminar células cancerosas en una mezcla de diferentes tipos de células. En ciertas
realizaciones, las moléculas dirigidas a células, citotéxicas, y composiciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden usarse para eliminar tipos especificos de células en una mezcla de diferentes tipos de células, tales como
tejidos pretrasplante. En ciertas realizaciones, una molécula dirigida a células o composicién farmacéutica de la
presente invencion se pueden utilizar para eliminar tipos especificos de células en una mezcla de tipos de células,
tales como material de tejido preadministracion con fines terapéuticos. En ciertas realizaciones, una molécula
dirigida a células o composicion farmacéutica de la presente invencion se pueden utilizar para eliminar
selectivamente las células infectadas por virus o microorganismos, o de otro modo eliminar selectivamente células
que expresan una biomolécula diana extracelular particular, tal como una biomolécula de la superficie celular. Las
moléculas y composiciones farmacéuticas de la invencion tienen diversas aplicaciones, incluyendo, por ejemplo,
usos en el agotamiento de tipos de células no deseadas de los tejidos, ya sea in vitro o in vivo, usos en la
modulacion de la respuesta inmunitaria para el tratamiento de la enfermedad de injerto contra huésped, usos como
agentes antivirales, usos como agentes antiparasitarios y usos en la purga de tejidos de trasplante de tipos de
células no deseadas.

En ciertas realizaciones, un citotéxico, dirige a una célula molécula o composicién farmacéutica de la presente
invencioén, solo o en combinacién con otros compuestos 0 composiciones farmacéuticas, pueden mostrar actividad
de la eliminacién celuar potente cuando se administra a una poblacion de células, in vitro o in vivo en un sujeto tal
como en un paciente en necesidad de tratamiento. Al dirigirse a la entrega de las regiones de la toxina Shiga
enzimaticamente activas utilizando regiones a tipos de células de cancer de unién de alta afinidad, esta actividad de
las células-kill potente puede ser restringido para matar especificamente y selectivamente ciertos tipos de células
dentro de un organismo, tales como ciertas células cancerosas, células neoplasicas, células malignas, células
tumorales no malignas, o células infectadas.

La presente invencion proporciona por matar a una célula en un paciente en necesidad del mismo, utilizando al
menos una molécula citotdxica de la presente invencion, o una composicion farmacéutica del mismo.

Ciertas realizaciones de la citotéxico, las composiciones de moléculas o farmacéuticas dirigidas a células de los
mismos se pueden utilizar para matar a un cancer y/o de células tumorales en un paciente mediante la orientacion
de una biomolécula extracelular que se encuentra acoplado fisicamente con un cancer y/o de células tumorales. Los
términos "celulares de cancer" o "célula cancerosa" se refiere a diversas células neoplasicas que crecen y se dividen
de una forma anormalmente acelerado y/o no regulada y seran evidentes para la persona experta. El término "célula
tumoral" incluye tanto las células malignas y no malignas (por ejemplo, no canceroso, las células tumorales
benignas, no canceroso "cancer”, células madre tumorales, células pre-malignas iniciadoras del cancer, células
iniciadoras del tumor tallo, o células tumorigénicas todo lo cual puede dar lugar a células hijas que se convierten en
células tumorales y/o cancerosas malignas pero son incapaces de hacer metastasis por su propia cuenta (véase, por
ejemplo Martinez-Climent J et al, Haematologica 95:. 293-302 (2010)) . en general, los canceres y/o tumores se
puede definir como enfermedades, trastornos o condiciones que son susceptibles de tratamiento y/o prevencion
células neoplasicas a menudo se asocian con uno o mas de los siguientes:. crecimiento no regulado, falta de
diferenciacion, los tejidos locales invasion, la angiogénesis, y la metastasis. los canceres y tumores (ya sea malignas
0 no malignas) que se componen de células cancerosas y/o células tumorales que pueden beneficiarse de los
procedimientos y composiciones de la invencién sera evidente para la persona experta.

La presente invencion se puede usar para eliminar las células madre de cancer, que cominmente estan dividiendo
lento y resistente a las terapias del cancer, como la quimioterapia y la radiacion. Por ejemplo, leucemias mieloides
agudas (AML) se pueden tratar con la presente invencién matando AML las células madre y/o células progenitoras
AML latentes (véase, por ejemplo Shlush L et al, Blood 120:. 603-12 (2012)). células madre de cancer a menudo
sobreexpresan blancos de superficie celular, tales como CD44 y CD200, que se pueden utilizar a moléculas diana
terapéuticas de la presente invencién (véase, por ejemplo Kawasaki B et al, Biochem Biophys Res Commun 364..
778-82 (2007); Reim . F et al, Cancer Res 69: 8058-66 (2009)).

Ciertas realizaciones de la molécula citotoxica de la invencién, o composiciones farmacéuticas de los mismos, se
pueden utilizar para matar a una célula inmune (ya sea sano o maligno) en un paciente por la orientaciéon de una
biomolécula extracelular que se encuentra acoplado fisicamente con una célula inmune.

Ciertas realizaciones de la molécula citotéxica de la invencidén, o composiciones farmacéuticas de los mismos, se
pueden utilizar para matar una célula infectada en un paciente mediante la orientacion de una biomolécula
extracelular que se encuentra acoplado fisicamente con una célula infectada.

Estd dentro del alcance de la presente invencion la utilizacion de la molécula citotoxica de la invencién, o
composiciones farmacéuticas de los mismos, a los efectos de ex vivo agotamiento de las células B y/o células T a
partir de poblaciones de células aisladas extraidas de un paciente. En un ejemplo no limitante, la molécula citotoxica
puede ser utilizado en un procedimiento para la profilaxis del rechazo del trasplante de 6rganos en el que el 6rgano
del donante se perfunde antes del trasplante con la molécula citotoxica de la invencibn o una composicion
farmacéutica del mismo a fin de purgar el érgano de células B de donantes no deseados y/o células T.
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También esta dentro del alcance de la presente invencion utilizar la molécula citotéxica de la invencion, o la
composicion farmacéutica del mismo, para los fines de purga poblaciones de células de pacientes (por ejemplo,
médula 6sea) del maligno, neoplasico, o células B de otro modo no deseados y/o células T y a continuacion, la
reinfusion de la célula B y/o material agotado de células T en el paciente.

También esta dentro del alcance de la presente invencion utilizar la molécula citotéxica de la invencion, o la
composicion farmacéutica del mismo, a los efectos del agotamiento de las células B, células NK, y/o células T de
una poblacion celular donante como profilaxis contra la enfermedad del injerto contra el anfitrion, y la induccién de la
tolerancia, en un paciente que someterse a una médula dsea y o trasplante de células madre (véase, por ejemplo
Sarantopoulos S et al, Biol Blood Marrow Transplant. 21: 16-23 (2015)).

Ciertas realizaciones de la molécula citotoxica de la invencién, o composiciones farmacéuticas de los mismos, se
pueden utilizar para matar una célula infectada en un paciente mediante la orientacién de una biomolécula
extracelular que se encuentra acoplado fisicamente con una célula infectada.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona una molécula citotéxica de la invencién, o0 una composicion
farmacéutica del mismo, para uso en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccion en
un paciente. Las enfermedades contempladas, trastornos y afecciones que se pueden tratar incluyen canceres,
tumores malignos, tumores no malignos, anormalidades de crecimiento, trastornos del sistema inmunitario, y las
infecciones microbianas. La administracién de una "dosis terapéuticamente eficaz" de una molécula o composicion
de la invencion puede resultar en una disminucién de la severidad de sintomas de la enfermedad, un aumento en la
frecuencia y duracién de los periodos libres de sintomas de enfermedad, o una prevencion de la deficiencia o
discapacidad debido a la aflicciéon enfermedad.

La cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de la presente invencion dependera de la via de
administracion, el tipo de mamifero a tratar y las caracteristicas fisicas del paciente especifico bajo
consideracion. Estos factores y su relacion para determinar esta cantidad son bien conocidos para los expertos en
las técnicas médicas. Esta cantidad y el procedimiento de administracion pueden adaptarse para conseguir una
eficacia 6ptima y pueden depender de factores, tales como peso, dieta, medicacion concurrente y otros factores bien
conocidos por los expertos en las técnicas médicas. El régimen de dosificacion y el tamafio de dosificacion mas
apropiados para uso humano pueden estar dirigidos por los resultados obtenidos por la presente invencion, y se
pueden confirmar en ensayos clinicos disefiados adecuadamente. Se puede determinar un protocolo de dosificacién
y tratamiento eficaz mediante medios convencionales, comenzando con una dosis baja en animales de laboratorio y
a continuacién aumentando la dosis, mientras se monitorizan los efectos, y variando sistematicamente el régimen de
dosificaciéon también. Un médico puede tomar en consideracién numerosos factores cuando se determina una dosis
Optima para un sujeto determinado. Estas consideraciones son conocidas para el experto.

Una via de administracion aceptable puede referirse a cualquier via de administracion conocida en la técnica,
incluyendo, pero no limitado a, aerosol, enteral, nasal, oftdlmica, oral, parenteral, rectal, vaginal o transdérmica (por
ejemplo, la administracion tépica de una crema, gel o pomada, o por medio de un parche
transdérmico). "Administracion parenteral" se asocia tipicamente con inyeccién en un sitio de accion deseado o en
comunicacion con el mismo, incluyendo administracion infraorbital, infusién, intraarterial, intracapsular, intracardiaca,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intrapulmonar, intraespinal, intraesternal, intratecal, intrauterina,
intravenosa, subaracnoidea, subcapsular, subcutanea, transmucosal o transtraqueal.

Para la administracion de una composicion farmacéutica de la invencion, el intervalo de dosis serd generalmente de
aproximadamente 0,0001 a 100 miligramos (mg) por kilogramo (kg) (mg/kg), y mas normalmente de 0,01 a 5 mg/kg
de peso corporal del huésped. Las dosificaciones de ejemplo pueden ser 0,25 mg/kg de peso corporal, 1 mg/kg de
peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg peso corporal o dentro del intervalo
de 1-10 mg/kg. Un régimen de tratamiento de ejemplo es una administracion una vez o dos veces al dia, o una
administracidon una o dos veces por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada
cuatro semanas, una vez al mes, una vez cada dos o tres meses 0 una vez cada tres a 6 meses. Las dosificaciones
pueden seleccionarse y reajustarse por el profesional experto de la salud segin se requiera para maximizar el
beneficio terapéutico para un paciente particular.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se administraran habitualmente al mismo paciente en multiples
ocasiones. Los intervalos entre las dosis individuales pueden ser, por ejemplo, 2-5 dias, semanas, meses, cada dos
0 tres meses, cada seis meses o0 cada afo. Los intervalos entre administraciones también pueden ser irregulares,
basandose en la regulacion de los niveles en sangre u otros marcadores en el sujeto o paciente. Los regimenes de
dosificaciéon para una molécula o composicion de la invencion incluyen la administracion intravenosa de 1 mg/kg de
peso corporal o 3 mg/kg de peso corporal con con la molécula o composicion administrada cada dos a cuatro
semanas durante seis dosis, a continuacion, cada tres meses a 3 mg/kg de peso corporal o 1 mg/kg de peso
corporal.

Una composicion farmacéutica de la presente invencidon se puede administrar a través de una o mas vias de
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administracion, utilizando una 0 mas de una variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Como se apreciara
por el experto en la materia, la via y/o modo de administracion variara dependiendo de los resultados deseados. Las
vias de administracion para las moléculas, composiciones farmacéuticas, y composiciones de diagndstico de la
invencion incluyen, por ejemplo, intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, espinal, u
otras rutas parenterales de administracion, por ejemplo por inyeccién o infusién. En otras realizaciones, una
composicion molécula dirigida a células o farmacéutica de la invencién puede administrarse por una via no
parenteral, tal como una toépica, epidérmica o via mucosa de administracion, por ejemplo, por via intranasal, oral,
vaginal, rectal, sublingual, o por via tépica.

Las moléculas terapéuticas o composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar con una o mas de
una variedad de dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en una realizacion, una composicién
farmacéutica de la invencion puede administrarse con un dispositivo de inyeccién hipodérmica sin aguja. Los
ejemplos de implantes y médulos bien conaocidos Utiles en la presente invencién estan en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, bombas de microinfusién implantables para la liberacion a velocidad controlada; dispositivos para la
administracion a través de la piel; bombas de infusion para la liberacion a una velocidad de infusion
precisa; dispositivos de infusidon implantables de flujo variable para la administracién continua de farmacos;y
sistemas de administracién osmotica de farmacos. Estos y otros implantes, sistemas de administraciéon y médulos
son conocidos por los expertos en la técnica.

Una composicion molécula, molécula dirigida a células, o farmacéutica de la presente invencion se puede
administrar solo o en combinacién con uno o mas de otros agentes terapéuticos o de diagndstico. Una terapia de
combinacién puede incluir una molécula citotéxica de la composicién de la invencién o farmacéutica del mismo en
combinacién con al menos otro agente terapéutico seleccionado en base a la paciente en particular, la enfermedad o
condicion a ser tratada. Ejemplos de otros tales agentes incluyen, entre otras cosas, un citotdxico, anti-cancer o
agente quimioterapéutico, un agente anti-inflamatorio o anti-proliferativo, un agente antimicrobiano o antiviral,
factores de crecimiento, citoquinas, un analgésico, una pequefia molécula terapéuticamente activo o polipéptido, un
anticuerpo de cadena, un anticuerpo clasica o fragmento del mismo, o una molécula de acido nucleico que modula
una o0 mas vias de sefializacion, y la terapéutica de modulacién similares que pueden complementar o de otro modo
ser beneficioso en un régimen de tratamiento terapéutico o profilactico.

El tratamiento de un paciente con una molécula o composicion farmacéutica dirige a una célula de la invencion
conduce preferiblemente a la muerte celular de las células diana y/o la inhibicion del crecimiento de células
diana. Como tales moléculas, citotoxicos de la invencion, y composiciones farmacéuticas que los comprenden, seran
Utiles en procedimientos para tratar una variedad de trastornos patolégicos en los que matar o agotamiento de las
células diana puede ser beneficioso, tales como, entre otros, canceres, tumores, anomalias en el crecimiento,
trastornos del sistema inmunitario y las células infectadas. La presente invencion proporciona para la supresion de la
proliferacién celular, y el tratamiento de trastornos de células, incluyendo neoplasia, células B hiperactivos, y las
células T hiperactivas.

En ciertas realizaciones, las moléculas y composiciones farmacéuticas de la invencién pueden usarse para tratar o
prevenir canceres, tumores (malignos y no malignos), anomalias de crecimiento, trastornos del sistema inmunitario,
y las infecciones microbianas. En un aspecto adicional, el procedimiento ex vivo anteriores pueden combinarse con
lo anterior in vivo uso terapéutico para tratar o prevenir el rechazo en receptores de trasplante de médula ésea, y
para el logro de la tolerancia inmunoldgica.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona para el tratamiento de tumores malignos o neoplasmas y
otros canceres asociados a células de la sangre en un sujeto mamifero, tal como un humano, usando una cantidad
terapéuticamente eficaz de una molécula citotoxica o la composicion farmacéutica de la invencion.

Las moléculas y composiciones farmacéuticas de la invencién tienen diversas aplicaciones, incluyendo, por ejemplo,
utiliza en la eliminacién de las células B no deseados y/o células T, utiliza en la modulacion de la respuesta inmune
para el tratamiento de la enfermedad de injerto contra huésped, usos como agentes antivirales, usos como agentes
antimicrobianos, y usos en purgar los tejidos de trasplante de tipos de células no deseadas. Las moléculas y
composiciones farmacéuticas de la presente invencién son agentes cominmente anti-neoplasicas - lo que significa
gue son capaces de tratar y/o prevenir el desarrollo, la maduracién, o la propagacion de células neoplasicas o
malignas al inhibir el crecimiento y/o causar la muerte de cancer o células tumorales.

En ciertas realizaciones, una molécula o composiciéon farmacéutica dirige a una célula de la presente invencion se
usa para tratar un B-por células, por células de plasma, T-por células, o la enfermedad o trastorno mediado por
anticuerpos, tales como por ejemplo leucemia, linfoma , mieloma, de la inmunodeficiencia humana enfermedades
relacionados con virus, amiloidosis, sindrome urémico hemolitico, poliarteritis nodosa, la poliartritis, choque séptico,
enfermedad de Crohn, artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, artritis psoriatica, colitis ulcerosa, psoriasis,
asma, sindrome de Sjogren, injerto contra el anfitrion de la enfermedad, rechazo de injerto, diabetes, vasculitis,
esclerodermia, y lupus eritematoso sistémico.

En otro aspecto, ciertas realizaciones de las moléculas y composiciones farmacéuticas de la presente invencion son
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agentes antimicrobianos - lo que significa que son capaces de tratar y/o prevenir la adquisicion, el desarrollo, o las
consecuencias de las infecciones de patdégenos microbiolégicos, como la causada por virus, bacterias, hongos,
priones, 0 protozoos.

Esta dentro del alcance de la presente invencion es proporcionar una profilaxis o tratamiento de enfermedades o
afecciones mediadas por las células B y/o por las células T, la profilaxis o tratamiento que implica la administracion
de la molécula citotéxica de la invencién, o una composicion farmacéutica de la misma, a un paciente para el
proposito de matar las células B y/o células T en el paciente. Este uso es compatible con la preparacion o el
acondicionamiento de un paciente para el trasplante de médula ésea, trasplante de células madre, trasplante de
tejidos, o el trasplante de 6rganos, independientemente de la fuente del material trasplantado, por ejemplo, de
fuentes humanas o no humanas.

Esta dentro del alcance de la presente descripcion proporcionar un receptor de médula 6sea para la profilaxis o
tratamiento de la enfermedad de huésped contra injerto a través de la célula-asesinato selectivo de las células B
huésped y/o células T usando un citotoxico, dirige a una célula molécula o composicion farmacéutica de la presente
invencion.

Las moléculas, células de metas de moléculas, y composiciones farmacéuticas de la presente invencién puede ser
para uso en un procedimiento de tratamiento del cancer que comprende administrar a un paciente, en necesidad del
mismo, una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula, molécula dirigida a células, o farmacéutica
composicion de la presente invencion. En ciertas realizaciones de la presente invencion, el cancer a tratar se
selecciona del grupo que consiste en: cancer de hueso (tales como mieloma mudltiple o sarcoma de Ewing), cancer
de mama, cancer de centro/sistema nervioso periférico (tales como cancer de cerebro, neurofibromatosis, o
glioblastoma), cancer gastrointestinal (tales como cancer de estdbmago o cancer colorrectal), cancer de células
germinales (tales como los canceres de ovario y canceres testiculares, cancer de glandular (como el cancer de
pancreas, cancer de paratiroides, feocromocitoma, cancer de la glandula salival, o cancer de tiroides), la cabeza con
cuello cancer (como cancer de la nasofaringe, cancer oral, o cancer de faringe), canceres hematoldgicos (tales como
leucemia, linfoma o mieloma), cancer del tracto renal-urinario (como el cancer renal y cancer de vejiga), cancer de
higado, pulmoén/cancer de pleura (por ejemplo, mesotelioma, carcinoma de pulmén de células pequefias, o
carcinoma de pulmén de células no pequefias), cancer de préstata, sarcoma (tales como angiosarcoma,
fibrosarcoma, sarcoma de Kaposi, 0 sarcoma sinovial), de la piel c | cancer (tal como carcinoma de células basales,
carcinoma de células escamosas 0 melanoma), y cancer de utero.

Las moléculas y composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser para uso en un procedimiento
para tratar un trastorno inmunitario que comprende la administracién a un paciente, en necesidad del mismo, una
cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula citotdxica 0 una composicion farmacéutica de la presente
invencion. En ciertas realizaciones de la presente invencion, el trastorno inmunitario esta relacionada con una
inflamacién asociada a una enfermedad seleccionada de entre el grupo que consiste en: amiloidosis, espondilitis
anquilosante, asma, enfermedad de Crohn, diabetes, rechazo de injerto, enfermedad de injerto contra huésped, de
Hashimoto tiroiditis, sindrome urémico hemolitico, enfermedad, lupus eritematoso sistémico, la esclerosis mdltiple, la
poliarteritis nodosa, poliartritis, psoriasis, artritis psoriasica, artritis reumatoide, escleroderma, el choque séptico, el
sindrome de Sjogren, colitis ulcerosa, y vasculitis relacionada con el VIH.

Entre ciertas realizaciones de la presente invencién es el uso de la molécula de la invencion como un componente
de una composicion farmacéutica o medicamento para el tratamiento o prevencién de un cancer, tumor, anormalidad
de crecimiento, trastorno inmunitario, y/o infeccion microbiana. Por ejemplo, trastornos del sistema inmunitario que
presentan en la piel de un paciente pueden tratarse con un medicamento tal en los esfuerzos para reducir la
inflamacién. En otro ejemplo, tumores de la piel pueden ser tratados con un medicamento tal en los esfuerzos para
reducir el tamafio del tumor o eliminar el tumor por completo.

Ciertas moléculas citotoxicas, composiciones farmacéuticas, y composiciones de diagnostico de la invencion pueden
ser utilizados en aplicaciones de neurocirugia molecular, tales como immunolesioning y rastreo neuronal (véase,
Wiley R, Lappi D, Adv Drug Deliv Rev 55: 1043-1054 (2003), para revision). Por ejemplo, el dominio de direccion
puede ser seleccionado o se deriva de diversos ligandos, tales como los neurotransmisores y neuropéptidos, que se
dirigen a tipos de células neuronales especificas por receptores de la superficie neuronales, tales como un
determinado receptor acoplado a proteina G circuito neuronal de unién. Del mismo modo, el dominio de direccién
puede seleccionarse de o derivados de anticuerpos que se unen los receptores de superficie neuronales. Debido a
que los polipéptidos efectores de la toxina Shiga pueden dirigir robustamente su propio transporte axonal retrogrado,
ciertas moléculas citotoxicos de la invencién pueden usarse para matar una neurona (S) que expresa la diana
extracelular en un sitio de la inyeccién molécula citotoxica distante del cuerpo de la celda (ver Llewellyn. -SMITH | et
al, J Neurosci Procedimientos 103: 83-90 (2000)). Estos neuronal tipo especifico de célula de orientacién moléculas
citotoxicas de la invencién tienen usos en investigacion en neurociencias, tales como para elucidar los mecanismos
de sensaciones (véase, por ejemplo Mishra S, Hoon M, Ciencia 340: 968-71 (2013)), y la creacion de sistemas
modelo de neurodegenerativa enfermedades, tales como el Parkinson y el Alzheimer (véase, por ejemplo Hamlin A
et al.,, PLoS One 53472 (2013)).
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Entre ciertas realizaciones de la presente descripcion es un procedimiento de uso de una composicion farmacéutica
molécula dirigida a células, y/o la composicion de diagndstico de la invencion para etiquetar o detectar los interiores
de un tipo de célula, tales como, por ejemplo, células neoplasicas y/o inmune tipos de células. Basado en la
capacidad de ciertas moléculas de la invencion para entrar en tipos de células especificos y ruta dentro de las
células a través de transporte intracelular retrégrado, los compartimientos interiores de tipos especificos de células
pueden marcarse para la deteccién. Esto se puede realizar in vivo en células in situ dentro de un organismo, por
ejemplo un paciente, o in vitro en células y tejidos extraidos de un organismo, por ejemplo, material de biopsia.

Entre ciertas realizaciones de la presente descripcion es un procedimiento de utilizacion de una molécula (por
ejemplo, citotdxica molécula o célula-targetingd molécula), polipéptido, proteina, composicion farmacéutica y/o
composicion de diagndstico de la invencién para detectar la presencia de un tipo de célula para la propdsito de reunir
informacién con respecto a enfermedades, afecciones y/o trastornos. El procedimiento comprende poner en contacto
una célula con una cantidad diagnésticamente suficiente de una molécula citotéxica para detectar la molécula
citotoxica mediante un ensayo 0 una técnica de diagnostico. La frase "cantidad diagnésticamente suficiente" se
refiere a una cantidad que proporciona una deteccion adecuada y la medicion precisa para la recopilacion de
informacién fines por el ensayo particular o técnica de diagnostico utilizado. Generalmente, la cantidad
diagndsticamente suficiente para todo el organismo uso diagnostico in vivo sera una dosis no acumulada de entre
0,1 mg a 100 mg del agente de deteccién promocién de molécula con enlace dirige a una célula por kg de sujeto por
sujeto. Tipicamente, la cantidad de la molécula dirigida a células de la invencién usado en estos procedimientos de
recopilacion de informacién sera tan bajo como sea posible siempre que todavia es una cantidad diagndsticamente
suficiente. Por ejemplo, para la deteccién in vivo en un organismo, la cantidad de molécula citotéxica, la molécula
dirigida a células, la composiciéon farmacéutica o composicién de diagnéstico de la invencion administrada a un
sujeto sera tan bajo como factiblemente posible.

El direccionmiento especifica de tipo celular de ciertas moléculas de la invencién en combinacién con agentes de
deteccién promover proporciona una manera de detectar y celdas de imagen acoplados fisicamente con una
biomolécula diana extracelular de una regién de unién de la molécula de la invencion. Obtencién de imagenes de
células por medio de las moléculas y/o composiciones de diagnostico de la invencién puede llevarse a cabo in vitro o
in vivo mediante cualquier técnica adecuada conocida en la técnica. La informacion de diagnostico puede ser
recogida utilizando diversos procedimientos conocidos en la técnica, incluyendo formacién de imagenes de todo el
cuerpo de un organismo o ex vivo utilizando muestras tomadas de un organismo. El término "muestra” se utiliza aqui
se refiere a cualquier nUmero de cosas, pero no limitado a, fluidos tales como sangre, orina, suero, linfa, saliva,
secreciones anales, secreciones vaginales, y el semen, y los tejidos obtenidos por procedimientos de biopsia. Por
ejemplo, varios agentes de deteccién promocion se pueden utilizar para no invasiva imagenes de tumores in vivo
mediante técnicas tales como resonancia magnética (MRI), procedimientos Opticos (tales como directa, fluorescente
y bioluminiscente de imagenes), la tomografia por emision de positrones (PET), emision de foton Gnico tomografia
computarizada (SPECT), ultrasonidos, computarizada de rayos x de tomografia, y combinaciones de lo anterior
(véase, Kaur S et al, Cancer Lett. 315: 97-111 (2012), para revision).

Entre ciertas realizaciones de la presente descripcién es un procedimiento de uso de una composiciéon molécula o
farmacéutica de la invencién como una composicion de diagndstico para etiquetar o detectar los interiores de cancer,
tumor, y/o tipos de células inmunes (véase, por ejemplo, Koyama Y et al. , Clin Cancer Res 13: 2936-45 (2007);
Ogawa M et al, Cancer Res. 69:.. 1268-1272 (2009); Yang L et al, Pequefio 5: 235-43 (2009)). Basado en la
capacidad de ciertas moléculas, moléculas dirigidas a células, y las composiciones farmacéuticas de la invencion
para entrar en tipos de células especificos y ruta dentro de las células a través de transporte intracelular retrégrado,
los compartimientos interiores de tipos especificos de células estan etiquetados para la deteccion. Este
procedimiento puede realizarse in vivo dentro de un paciente, incluyendo en las células in situ, por ejemplo a un
locus de la enfermedad, y/o in vitro en células retiradas de un organismo, por ejemplo, material de biopsia.

Las composiciones de diagnostico de la invencion pueden utilizarse para caracterizar una enfermedad, trastorno, o
condicion como potencialmente tratable mediante una composicion farmacéutica relacionada de la invencion. Ciertas
composiciones de materia de la invencién se pueden usar para determinar si un paciente pertenece a un grupo que
responde a una estrategia terapéutica que hace uso de una molécula, la composiciéon, o el procedimiento
relacionado de la invencién como se describe en este documento o es muy adecuado para el uso de una dispositivo
de administracion de la invencion.

Las composiciones de diagnostico de la invencién pueden ser utilizadas después de una enfermedad, por ejemplo,
un cancer, se detecta con el fin de caracterizar mejor que, como para monitorizar metastasis distantes, la
heterogeneidad, y la etapa de progresién del cancer. La evaluacion fenotipica de los trastornos de la enfermedad o
la infeccion puede ayudar pronéstico y prediccién durante la toma de decisiones terapéuticas. En la recurrencia de la
enfermedad, la invencién puede ser utilizada para discriminar problemas locales frente a problemas sistémicos.

Las composiciones de diagnéstico de la invencion pueden ser usados para evaluar las respuestas a terapéutico (s),
independientemente del tipo de farmaco terapéutico, por ejemplo de moléculas pequefias, farmacos biolégicos, o
terapia basada en células. Por ejemplo, ciertas formas de realizacion de los diagnésticos de la invencidon pueden ser
utilizados para medir los cambios en el tamafio del tumor, los cambios en las poblaciones de células positivas de
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antigeno, incluyendo el nimero y la distribucién, y/o monitorizar un marcador diferente que el antigeno blanco de
una terapia ya ser administrada a un paciente (ver Smith-Jones P et al, Nat Biotechnol 22: 701-6 (2004); Evans M et
al, Proc Natl Acad Sci Estados Unidos 108: 9578-82 (2011)).

Ciertas realizaciones del procedimiento utilizado para detectar la presencia de un tipo celular pueden utilizarse para
reunir informacion con respecto a las enfermedades, trastornos y condiciones, tales como, por ejemplo el cancer de
hueso (tales como mieloma multiple o sarcoma de Ewing), cancer de mama, en el centro/cancer del sistema
nervioso periférico (tal como cancer de cerebro, neurofiboromatosis, o glioblastoma), cancer gastrointestinal (tales
como cancer de estdbmago o cancer colorrectal), cancer de células germinales (tales como los canceres de ovario y
canceres testiculares, cancer de glandular (por ejemplo, cancer de pancreas, cancer de paratiroides |,
feocromocitoma, cancer de la glandula salival, o cancer de tiroides), cancer de cabeza-cuello (como el cancer
nasofaringeo, cancer oral, o cancer de faringe), canceres hematoldgicos (tales como leucemia, linfoma o mieloma),
cancer del tracto renal-urinario (tales como el cancer renal y cancer de vejiga), cancer de higado, cancer de
pulmén/pleura (por ejemplo, mesotelioma, carcinoma de pulmoén de células pequefias, o carcinoma de pulmoén de
células no pequefias), cancer de prostata, sarcoma (como angiosarcom a, fibrosarcoma, sarcoma de Kaposi, o
sarcoma sinovial), cancer de piel (tales como carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas 0
melanoma), cancer de Utero, el SIDA, la amiloidosis, la espondilitis anquilosante, asma, autismo, cardiogénesis,
enfermedad de Crohn, diabetes, eritematoso, gastritis, rechazo de injerto, enfermedad de injerto contra huésped,
enfermedad de grave, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de sindrome urémico hemolitico, relacionada con el VIH,
lupus eritematoso sistémico, trastornos linfoproliferativos, esclerosis multiple, miastenia gravis, la neuroinflamacion,
la poliarteritis nodosa, poliartritis, psoriasis, la artritis psoriasica, la artritis reumatoide, escleroderma, el choque
séptico, el sindrome de Sjogren, lupus eritematoso sistémico, colitis ulcerosa, vasculitis, la proliferacion celular, la
inflamacién, la activacion de leucocitos, la adhesion de leucocitos, la quimiotaxis de leucocitos, la maduracién de los
leucocitos, la migracion de leucocitos, la diferenciacion neuronal, la leucemia linfoblastica aguda (ALL), T leucemia
linfocitica aguda/linfoma (ALL), leucemia mielégena aguda , Leucemia mieloide aguda (AML), de células B leucemia
linfocitica cronica (B-CLL), linfoma de células B prolinfocitica, linfoma de Burkitt (BL), leucemia linfocitica crénica
(CLL), leucemia miel6gena cronica (CML-BP), mieloide crénica leucemia (CML), linfoma difuso de células B grandes,
linfoma folicular, leucemia de células pilosas (HCL), el linfoma de Hodgkin (HL), linfoma de células B grandes
intravascular, granulomatosis linfomatoide, linfoma linfoplasmacitico, linfoma MALT, linfoma de células del manto,
mieloma multiple (MM), leucemia naturales killer celular, linfoma de células B nodal marginal, linfoma no hodgkiniano
(NHL), leucemia de células plasmaticas, plasmacitoma, linfoma de efusiéon primaria, leucemia pro-linfocitica,
leucemia promielocitica, linfoma linfocitico pequefio, linfoma esplénico de la zona marginal , linfoma de células T
(TCL), enfermedad de cadena pesada, gammapatia monoclonal, enfermedad por depésito de inmunoglobulina
monoclonal, sindromes myelodusplastic (MDS), mieloma mdltiple latente, y macroglobulinemia de Waldenstrom.

En ciertas realizaciones, las moléculas de la invencién, o composiciones farmacéuticas de los mismos, se utilizan
tanto para el diagndstico y el tratamiento, o para el diagnéstico solo.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos de moléculas
selectivamente citotdxicas, dirigidas a células, comprendiendo cada uno resistente a escision por proteasa, toxina
Shiga Una regién polipéptido Subunidad efector derivado de un una subunidad de un miembro de la familia de
toxinas Shiga y una region de unién capaz de unirse a un biomolécula diana extracelular acoplado fisicamente a
tipos de células especificos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos demuestran ciertas realizaciones de la presente invencién. Sin embargo, es de entenderse
gue estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no tienen la intencién, ni deben ser interpretados cualquier, para
ser totalmente definitivos en cuanto a las condiciones y el alcance de esta invencion, que es como se define en las
reivindicaciones. Los ejemplos se llevaron a cabo utilizando técnicas estandar, que son bien conocidas y rutinarias
para los expertos en la técnica, excepto donde se describa lo contrario en detalle.

Los ejemplos a continuacion describen el descubrimiento inesperado de que la interrupcion de un motivo de escision
de furina conservado en el extremo carboxi del fragmento Al toxina Shiga no disminuyé la citotoxicidad de célula-
focalizacion, toxina Shiga A constructos de subunidades derivadas a pesar del fragmento Al se unen
covalentemente en su carboxi terminal a restos moleculares de un tamafio relativamente grande, es decir, mayor de
28 kilodaltons (kDa) de tamafio. Esto fue sorprendente porque el proceso de la toxina Shiga intoxicacion se pensoé
para requerir la liberacion del fragmento Al de la toxina Shiga de todos los otros restos moleculares grandes, tales
como, por ejemplo, el fragmento A2 de la toxina Shiga y pentamero de la toxina Shiga B subunidades. Esto fue
sorprendente porque el proceso de la toxina Shiga intoxicacion se pensé para requerir la liberacién del fragmento
catalitico de la toxina Shiga Al a partir de sus subunidades de orientacion. Esto fue sorprendente porque el proceso
de toxina intoxicacion optima Shiga fue pensado para requerir la liberacion del fragmento de la toxina A1 de Shiga de
todos los otros restos moleculares grandes para presentar un dominio carboxi terminal hidr6fobo reconocido por el
sistema ERAD a retrotranslocate eficientemente fragmentos Al liberados desde el reticulo endoplasmico al citosol,
donde los ribosomas de la célula huésped son cataliticamente inactivada.
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Como se demuestra en los Ejemplos a continuacion, la citotoxicidad de las moléculas dirigidas a células ejemplares
que comprenden region del polipéptido efector de la toxina Shiga resistente a escision por furina a células diana fue
equivalente a la citotoxicidad de las moléculas de células-targetingd comprende escision por furina sensible,
polipéptido toxina Shiga efector regiones. Del mismo modo, la citotoxicidad selectiva de moléculas dirigidas a células
ejemplares que comprenden un polipéptido efector de la toxina Shiga resistente a matar selectivamente las células
acopladas fisicamente con una biomolécula diana extracelular de sus regiones de unién fue equivalente a la
citotoxicidad de moléculas dirigidas a células escisiéon por furina que comprende un polipéptido sensible, toxina
Shiga efector. Los, citotdxicos, moléculas dirigidas a células ejemplares de la invencion con eficacia 1) entraron en
las células diana; 2) enrutado su resistente escision por furina, toxina Shiga polipéptido efector al citosol; 3) los
ribosomas inactivadas; y 4) matado las células diana. Ademas, después de la administracion a los mamiferos, las
moléculas dirigidas a células ejemplares exhibidos mejorado en toxicidad in vivo en comparaciéon con moléculas
dirigidas a células que comprenden un tipo furina escisién sensible, polipéptido toxina Shiga efector.

Los siguientes ejemplos muestran que la interrupcion de un evento conservado, escision por furina en la toxina
Shiga A Subunidades polipéptidos derivados de ejemplar, citotéxicos, moléculas dirigidas a células no afectd la
citotoxicidad de estas moléculas dirigidas a células a pesar de la presencia de relativamente grande, carboxi-
regiones de unién terminal, de tipo inmunoglobulina de célula-orientacion. Estos relativamente grandes, restos
carboxi terminales cubiertos fisicamente los terminales carboxi de la Al regién polipéptido fragmento efector toxina
Shiga y perjudicialmente podrian funcionar para atar los polipéptidos fragmento efectoras de toxina Shiga Al a
biomoléculas diana en la membrana del reticulo endoplasmico o de otro modo la interferencia con mecanismos
moleculares criticos para el direccionamiento intracelular eficaz del polipéptido fragmento efector Al a los citosoles
de células intoxicadas. Los ejemplos también muestran que las mutaciones alterar la escision por furina de la
escision por proteasa sensible bucle, expuesto en la superficie en la toxina Shiga A polipéptidos efectores de
subunidades permitieron a la ingenieria de las moléculas dirigidas a células con mejorado en tolerabilidad vivo,
conservando al mismo tiempo una citotoxicidad de la toxina Shiga como potente y eficaz como moléculas dirigidas a
células que comprenden de tipo salvaje, las regiones de fragmentos de la toxina Shiga Al.

Ejemplo 1. Moléculas dirigidas a células citotoxicas gue comprenden polipéptidos efectores de la subuni dad
A de a toxina Shiga resistente a furina(SLT-1A-FR::s  cFv-1y SLT-la-FR::scFv-2)

A furina resistente, toxina Shiga Un polipéptido efector Subunidad se cre6 y se ensayé como un componente de
moléculas dirigidas a células, que cada uno compuesto ademas una célula-focalizacion, de tipo inmunoglobulina,
regiéon de unién. Para disefiar resistencia a la proteasa en un polipéptido efector de la toxina Shiga, dos sustituciones
de residuos de aminoacidos, R248A y R251A, se introdujeron en un polipéptido efector de la toxina Shiga derivado
de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A) que comprende los aminoacidos 1- 251 de SLT-
1A. Este R248A resistente y R251A doble constructo mutante de escision por furina se denomina aqui como "SLT-
1A-FR" (para resistente furina SLT-1A). Un constructo mutante resistente segundo escisién por furina, denomina
aqui como "SLT-1A-FR-2", se ha generado con la sola R248A sustitucién residuo. Un constructo mutante resistente
tercera escisién por furina, denomina aqui como "SLT-1A-FR-3", comprende el R251A (nica sustitucion de
residuo. La mutacién de la proteasa furina, sitio de escision RXXR minimo en el ndcleo de la regién motivo de
consenso de furina 240-256 se predijo para alterar la sensibilidad de esta region a la proteolisis por la furina y otras
proteasas, tales como, por ejemplo, convertasas proproteina y promiscua proteasas. Se utilizé la toxina Shiga
polipéptido efector SLT-1A-FR que comprende el/R251A interrupcion R248A del sitio de escisiéon por furina para
crear moléculas dirigidas a células ejemplares.

El citotoxico a modo de ejemplo, las moléculas dirigidas a células SLT-1A-FR::scFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2 se
construye de tal manera que cada uno compuesto una toxina Shiga catalitica Una region polipéptido Subunidad
efector que comprende una escision por furina alterado sitio y una region de union dirige a una célula. En SLT-1A-
FR::iscFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2, el polipéptido efector de la toxina Shiga se fusiondé a una region de union
relativamente grande, carboxi terminal. SLT-1A-FR:: scFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2 fueron producidos en un sistema
bacteriano y se purificaron por cromatografia en columna. Las regiones de unién a scFv-1y scFv-2 eran fragmentos
variables de cadena Unica que cada sujeto con alta afinidad a una cierta superficie de la célula, el objetivo de
biomolécula acoplada fisicamente a la superficie de ciertas células cancerosas humanas asi como a ciertas células
cancerosas humanas.

Ensayo de la sensibilidad de protedlisis de furina de moléculas dirigidas a una célula de ejemplo gue comprende
SLT-1A-FR

La sensibilidad de escisién por furina de polipéptidos efectores de la toxina Shiga después de la mutacién de la
escisién de la proteasa region sensible 240-256 con el fin de alterar de escisién de furina se probd en el contexto
molecular de las proteinas de fusion que comprenden carboxi terminal, regién de unién dirige a una célula. Para
evaluar la capacidad de furina para escindir SLT-1A-FR:: scFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2, las muestras de proteinas
purificadas en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) se incubaron con furina (New England Biolabs, Ipswich ,
MA, Estados Unidos) en unidades de actividad 0,5 furina (U) por microgramo (g) de proteina de la muestra en
tampon de escisiéon de furina (100 milimolar (mM) HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinetanosulfénico), pH 7,
CaCl2 1 mM) durante 25-30 horas (h) a 30 0 37 grados Celsius (° C). Las muestras de control se incubaron sin furina
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a las 4, 30, o 37°C en el mismo tampodn. Las diversas muestras de proteina se sometieron a electroforesis en
dodecilsulfato de sodio (SDS), geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y se tifieron con Coomassie
(Figuras 2y 3).

Las figuras 2 y 3 muestran imagenes de los geles con los carriles numerados y contienen leyendas de las figuras
que indican en qué carril se cargaron con la muestra de la que la proteina: o una proteina especifica de célula que
comprende una de tipo salvaje, Polipéptido efector de la toxina Shiga (SLT-1A-WT) o un sitio de escision por furina
interrumpida, toxina Shiga polipéptido efector (SLT-1A-FR o SLT-1A-FR-2). Los carriles marcados "L" mostrar el
patron de migracion de una escalera de peso molecular de proteina junto con el tamafio aproximado de las bandas
de proteinas escalera individuales en kDa para su uso como una referencia de peso molecular interno que permite la
estimacion de los tamafios de las proteinas en los carriles numerados . Las leyendas de las figuras indican las
condiciones de pre-tratamiento de las muestras de proteina con la temperatura en grados Celsius (° C), la duracion,
y si cualquier furina se afiadié por que denota la cantidad de unidades de actividad furina por microgramo (marcado
como "U // g furina ") o 'no furina' para cero unidades.

Las figuras 2 y 3 muestran que SLT-1A-FR::scFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2 eran resistentes a la escisién por furina
humana. Las proteinas dirigida por células ensayados en este ensayo fueron ambos sobre 55-57 kDa en tamafio y
comprenden un polipéptido efector de la toxina Shiga de aproximadamente 28 kDa (idénticos en tamafio, tanto para
SLT-1A-WT y SLT-1A-FR) unido a una enlazador carboxi terminal y la regién de unién que reunidos eran 28-29 kDa
en tamafio. Si la escision de furina se habia producido en la superficie expuesta, extendida bucle 242-251 de SLT-
1A, a continuacion, el resultado esperado seria de dos bandas de proteinas con pesos moleculares iguales cerca de
alrededor de 28 kDa cada una. Si la escision de furina se produce precisamente en el enlace peptidico carboxi de la
arginina en la posicién 251 del andamio WT en SLT-1A-WT::scFv-1 o SLT-1A-WT::scFv-2, a continuacion, las dos
bandas de proteina resultante debe tener el peso molecular de 27,5 kDa para SLT-1A (ya sea WT o FR) y una
segunda banda de 28,8 kDa para SLT-1A-FR::scFv-1 0 27,6 kDa para SLT-1A-FR::scFv-2.

La Figura 2 muestra que SLT-1A-FR::scFv-1 no fue proteolizada in vitro por la furina humana en este ensayo en las
condiciones ensayadas. Como se esperaba, la proteina de control SLT-1A-WT:scFv-1, que comprendia un
polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje, se escindio por la furina humana (Figura 2); sin embargo, SLT-
1A-FR::scFv-1 fue resistente (comparar los carriles 3y 6 en la Figura 2).

SLT-1A-FR::scFv-2 también era resistente a la furina escisién en este ensayo a varias temperaturas diferentes
(Figura 3). La Figura 3 muestra que SLT-1A-FR::scFv-2 no se proteolizada in vitro por la furina humana en este
ensayo en las condiciones ensayadas, tal como a temperaturas que van de 4 °a 37 ° C.

Ademas, una proteina de fusién especifica de células-SLT-1A-FR-2::scFv-2 era resistente a la furina escision en
este ensayo a 4 ° C.

El uso de este vitro ensayo de escision en la furina, no se observé protedlisis furina de proteinas de fusion dirigida
por células en cualquier sitio de la escisiéon por furina ademas de 248-251 en la region de polipéptido efector de la
toxina Shiga, tal como, por ejemplo, en el componente de SLT-1A en el sitio de escision de furina nativa posicionada
en laregién de 220-223.

Por lo tanto, la mutacion de la proteasa furina, el sitio minimo, la escision RXXR en el nacleo de la region de la furina
consenso motivo interrumpe la sensibilidad de esta region a la proteolisis por la furina humana in vitro.

Ensayo de la actividad inhibidora de ribosomas de las moléculas dirigidas a células que comprenden SLT-1A-FR

Las moléculas de la presente invencion, todos comprenden un dominio catalitico deriva de al menos una toxina
Shiga A subunidad, tal como se define en las reivindicaciones. La actividad enzimatica de la furina resistente-
escision, toxina Shiga polipéptido efector SLT-1A-FR se ensay6 usando un ensayo in vitro de inhibicion en
ribosoma. La actividad de inactivacion de ribosomas de SLT-1A-FR se probd en el contexto molecular de una regién
de unién carboxi terminal, dirigido a las células usando SLT-1A-FR::scFv-1y SLT-1A-FR::scFv-2.

Las capacidades de inactivacion de ribosomas de SLT-1A-FR::scFv-1y SLT-1A-FR::scFv-2 se determinaron con un
Transcripcion/Kit de traduccion libre de células, in vitro, ensayo de la traduccién de proteinas usando el TNT® Quick
Coupled (L1170 Promega Madison, WI, US). El kit incluye ADN de luciferasa T7 Control (L4821 Promega Madison,
WI, Estados Unidos) y Mix Master TNT® rapida. La reaccion actividad ribosoma se preparé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Una serie de diluciones de 10 veces de la molécula dirigida a células a ensayar
(proteinas que comprenden cualquiera de SLT-1A-WT o SLT-1A-FR) se prepararon en un tampén apropiado y una
serie de componentes de la mezcla de reaccion TNT idénticas fueron creados para cada dilucién. Cada muestra en
la serie de dilucién se combiné con cada uno de las mezclas de reaccion TNT junto con el ADN de control de
luciferasa de T7. Las muestras de ensayo se incubaron durante 1,5 horas a 30 ° C. Después de la incubacion, se
afnadieron de ensayo de luciferasa Reactivo (Catédlogo # E1483, Promega Corp., Madison, WI, Estados Unidos) a
todas las muestras de prueba y la cantidad de traduccion de la proteina luciferasa se midid6 mediante luminiscencia
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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El nivel de inhibiciéon de la traduccion se determind por analisis de regresién no lineal de las concentraciones
transformadas logaritmicamente de la proteina total frente a unidades de luminiscencia relativas. El uso de software
estadistico (GraphPad Prism, San Diego, CA, Estados Unidos), el medio de concentracién inhibidora méaxima (IC so )
valor se calcul6 para cada muestra usando la funciéon de software Prism de log (inhibidor) vs. respuesta (tres
parametros) [Y = Bottom + ((Top-Bottom)/(1 + 10 " (X-LoglC50)))] bajo el titulo de dosis-respuesta de inhibicion.

El IC so para cada proteina que comprende un polipéptido de toxina efector resistente Shiga escisién por furina (SLT-
1A-FR) regién y una de tipo salvaje (WT) proteina de control a partir de uno 0 mas experimentos se calculd y se
muestra en la Tabla 1. Las construcciones que comprende la escisidon por furina resistente SLT-1A-FR exhibi6
inhibicién ribosoma potente que era comparable a los controles de tipo salvaje, como un SLT-1 fragmento Al de tipo
salvaje (SLT-1A1-WT) (Tabla 1). Tanto exhibido actividad de inactivaciéon de ribosomas SLT-1A-FR::scFv-1y SLT-
1A-FR::scFv-2 in vitro comparable a una de tipo salvaje, fragmento Al toxina Shiga.

Tabla 1. El polipéptido efector de la toxina Shiga resistente a a escision por furina exhibié una inhibicién equivalente
de ribosomas in vitro a un polipéptido efector de la toxina Shiga resistente a la escision por furina

Polipéptido Inhibicién de ribosomas I1Cso (pM)
SLT-1A1-WT solo 158
SLT-1A-WT::scFv-1 107
SLT-1A-FR::scFv-1 131
SLT-1A-WT::scFv-2 101
SLT-1A-FR::scFv-2 187

Ensayo de la citotoxicidad de los moléculas dirigidas a células de ejemplo SLT-1A-FR::scFv-1y SLT-1A-FR::scFv-2

La citotoxicidad de las moléculas dirigidas a células ejemplares que comprenden resistente la escision por proteasa,
toxina Shiga polipéptido efector SLT-1A-FR se determiné usando ensayos de muerte celular conocidos para el
experto. citotoxicidad especifica se determiné mediante la comparacion de la citotoxicidad de las moléculas dirigidas
a células ejemplares hacia las células que expresan diana frente la citotoxicidad de una, de tipo salvaje no directo,
Shiga control de la toxina efector (SLT-1A-WT). citotoxicidad selectiva se determiné mediante la comparacion de la
citotoxicidad hacia células diana frente a células que no expresan una biomolécula diana de region de unién de la
molécula dirigida a células que expresa. Se seleccionaron las células que expresaron una cantidad significativa de
una biomolécula diana extracelular de scFv-1 o scFv-2 al menos una superficie celular, es decir, células que eran
(lineas celulares positivas-region de unién biomolécula diana A, B, C, y D fueron positivos para el objetivo de scFv-1,
y las lineas celulares e, F y G fueron positivos para el blanco de scFv-2). Se seleccionaron las células que no
expresan una cantidad significativa de cualquier biomoléculas diana extracelulares de scFv-1 en cualquier superficie
celular y/o cualquier biomoléculas diana extracelulares de scFv-2 en cualquier superficie celular, es decir, células
que eran biomolécula diana negativo para cualquier objetivo de una o ambas de las regiones de union de scFv-1y
ScFv-2.

La citotoxicidad de proteinas dirigida por células casi idénticas que comprenden o bien un tipo salvaje SLT-1A (SLT-
1A-WT) o resistentes escision por furina, Polipéptido efector de la toxina Shiga (SLT-1A-FR) se compararon
directamente para aislar cualquier diferencia en citotoxicidad causada por las dos mutaciones puntuales que
proporcionaron resistencia escision por furina. Se esperaba que la citotoxicidad de moléculas dirigidas a células que
comprenden un SLT-1A-FR cuyo extremo carboxi terminal estaba cubierta por una relativamente grande resto, se
reduciria en comparacion con moléculas dirigidas a células que comprenden un SLT-1A-WT, que puede ser liberado
de un resto carboxi terminal por escision proteolitica, particularmente por la furina endoproteasa (ver Lea N et al,
Microbiologia 145:. 999-1004 (1999)).

Las citotoxicidades, citotoxicidades especificas, y citotoxicidades relativos de las moléculas dirigidas a células
ejemplares SLT-1A-FR::iscFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2 se compararon con moléculas dirigidas a células que
comprenden de tipo salvaje, Shiga polipéptidos toxina efectoras.

Ciertas células de tumores humanos (incluyendo células de las lineas celulares AG) se sembraron (2 x 10 2 células
por pocillo para las células adherentes, se sembraron el dia antes de la adicion de proteinas o 7,5 x 10 3 células por
pocillo para las células en suspension, sembraron el mismo dia como la adicién de proteina) en un medio de 20
microlitros (I) el cultivo de células en placas de 384 pocillos. Una serie de diluciones de 10 veces de las moléculas
dirigidas a células a ensayar fue preparado en un tampdén apropiado, y 5! L de las diluciones o tampén de control se
afiadieron a las células. Los pocillos de control que contienen s6lo medio de cultivo celular se utilizaron para la
correccion de la linea base. Las muestras de células se incubaron con las moléculas dirigidas a células o
simplemente tampoén durante 3 dias a 37 ° C y en una atmdsfera de didéxido de carbono al 5 por ciento (%)
(CO 2). En ciertos experimentos, las muestras de células se incubaron con las moléculas dirigidas a células o
simplemente tampén durante 1 hora o 2 horas. Entonces moléculas uninternalized, dirigidas a células se lavaron
lejos mediante lavados con tampdn. La supervivencia de las células o porcentaje de viabilidad total se determina
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utilizando una lectura luminiscente usando el Cell CellTiter-Glo® luminiscente ensayo de viabilidad (Catédlogo #
G7573, Promega Corp., Madison, W1, Estados Unidos) segun las instrucciones del fabricante.

El porcentaje de viabilidad de los pocillos experimentales se calculé usando la siguiente ecuacion: (Test RLU - medio
de medios RLU)/(Promedio de células RLU - medio de medios RLU) * 100. concentracion polipéptido Log frente a
porcentaje de viabilidad se represent6 en Prism (GraphPad Prism, San Diego , CA, Estados Unidos) y log (inhibidor)
versus andlisis de respuesta (3 parametros) se utilizaron para determinar la concentracion media maxima citotéxico
(CD =0 ) de valor para las proteinas ensayadas. El CD so para cada proteina especifica de célula que comprende una
proteasa resistente-escision, se calcularon toxina Shiga polipéptido efector o un control de tipo salvaje, polipéptido
toxina Shiga efector.

La citotoxicidad de SLT-1A-FR::scFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2 hacia multiples, que expresan la diana, las lineas de
células tumorales humanas se muestran en la Tabla 2 como valores de citotoxicidad media-maxima (CD s ) en la
concentracion de proteina especifica por células en nanomolar (nM). Sorprendentemente, las proteinas dirigida por
células que comprenden SLT-1A-WT y SLT-1AFR tanto muestran citotoxicidades similares (Figuras 4-5; Tabla 2) en
lugar de una notable reduccion en la citotoxicidad para las proteinas dirigida por células que comprenden SLT-1AFR
espera que sea resultado cada vez que el fragmento de toxina Shiga A1 no puede ser liberado de manera eficiente
de todos los otros restos, tales como, por ejemplo, una célula-focalizacion, regiéon de union y un fragmento de 4,5
kDa A2 (ver Garred @ et al, Exp Cell Res 218:. 39-49 (1995); Garred @ et al, J Biol Chem 270: 10817-21 (1995);
magra et al, Microbiologia 145:. 999 a 1004 (1999); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357:.. 144 -9
(2007)).

Tabla 2. El polipéptido efector de la toxina Shiga resistente a la escision por furina mostré una citotoxicidad
equivalente a un polipéptido efector de la toxina Shiga de tipo salvaje escindible por furina

linea celular positiva diana Citotoxicidad CDso (nM)

region de union diana | SLT-1A- SLT-1A-WT:: SLT-1A-FR:: | SLT-1A-WT:: SLT-1A-FR::
WT solo SCFV-1 ScFV-1 SCFV-2 SCFV-2

A scFv-1 | 905,0 0,24 0,29 N/T N/T

B scFv-1 | 1800,0 0,47 0,29 N/T N/T

C scFv-1 | 37,0 0,22 0,41 N/T N/T

D scFv-1 | 4740,0 0,55 0,37 N/T N/T

E scFv- | 11050,0 N/T N/T 0,920 1,30

2

F scFv- | 32200,0 N/T N/T 16,10 13,60

2

G scFv-2 | 506,0 N/T N/T 0,120 0,240

“N/T” indica no ensayado

Los CD so valores para las proteinas dirigida por células que comprenden SLT-1A-FR fueron comparables a los
CD so valores para las proteinas dirigida por células que comprenden SLT-1A-WT (Tabla 2). Proteinas de la célula-
dirigida que comprende SLT-1A-WT y SLT-1A-FR tanto potentemente matado diana que expresa células, pero no
matd a porcentajes comparables de células negativas de destino en las mismas dosis (CD so valores para células
negativas diana fueron poco informativo para estos datos como una curva exacta no se pudo generar cuando no
habia una disminucion considerable en la viabilidad celular a las concentraciones mas altas ensayadas). Los
resultados resumidos en la Tabla 2 muestran la citotoxicidad comparable de SLT-1A-FR y SLT-1A-WT como
componentes de moléculas dirigidas a células. Tanto SLT-1A-FR::scFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2 eran tan citotoxico
como moléculas dirigidas a células relacionadas que comprenden la escision por furina sensible, de tipo silvestre, la
toxina Shiga regiones fragmento Al. Un ejemplo de la citotoxicidad especifica de proteinas que comprenden un
resistente a escision por proteasa, Polipéptido efector de la toxina Shiga SLT-1A-FR se muestra graficamente:
citotoxicidad fue dirigida a diana que expresan, las células tumorales humanas (Figura 4), pero no las células diana
tumorales negativos, humanos (Figura 5).

Ensayo de la tolerabilidad in vivo de los ejemplos de las moléculas dirigidas a céluas SLT-1A-FR::scFv-1 y SLT-1A-
FR::scFv-2 usando animales de laboratorio

La tolerabilidad fue probado para diferentes dosificaciones de los citotéxicos, moléculas ejemplares, dirigidas a
células SLT-1A-FR::iscFv-1 y SLT-1A-FR::scFv-2, cada uno de los cuales comprende un resistente escision por
furina, toxina Shiga A Subunidad regién polipéptido efector. Se utilizaron ratones para determinar el grado en que se
toleraron efectos adversos manifiestos a diversas dosis de moléculas dirigidas a células ejemplares. tolerabilidad
terapéutica se determind usando hallazgo dosis murino dirigido a la mediciéon de las dosis maximas toleradas de
informar a una dosis de partida para los estudios de eficacia in vivo. Se realizaron los estudios de tolerancia en
Charles River Laboratories (Charles River Laboratories International, Inc., Morrisville, NC, Estados Unidos) en cuatro
estudios separados descritos en la Tabla 3. Para cada estudio, CB-17 ratones SCID hembra con deficiencia inmune
combinada severa (SCID ) se clasificaron en grupos con peso corporal medio similar. agentes de ensayo o vehiculo
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de control se administraron a ratones en dosis que van de 0,25 a 5,00 miligramos por kilogramo de peso corporal por
inyeccion (mg/kg/inj), y las inyecciones se administraron tres veces por semana para una o dos semanas. El peso
corporal y los signos clinicos fueron monitoreados durante todo el estudio. Los resultados de los estudios de
tolerancia in vivo utilizando animales de laboratorio se resumen en la Tabla 3. Tabla 3 indica el nimero de ratones
por grupo, la muestra se administra, la dosis de inyeccion, la dosis acumulativa en mg por kg por raton (mg/kg/ratén),
el numero de muertes relacionadas con el tratamiento observado (muerto), y el dia promedio de muerte por grupo.

Tabla 3. Los estudios de tolerabilidad en murinos demostraron que las moléculas dirigidas a células de ejemplo SLT-
1A-FR::scFv-1y SLT-1A-FR::scFv-2 fueron bien toleradas in vivo a dosis comprendidas entre 0,25-2,50 mg/kg/iny

Estudio Muestra Dosis Dosis Dosis Ratones Muertes Dia
(mg/kgl/iny) acumulada por grupo promedio
(mg/kg/ratén) de muerte
por grupo
Vehiculo de | 0,00 3 0,00 4 0 todos
control vivieron
hasta el
final del
#1 estudio
SLT-1A- 125 3 3,75 4 4 8,5
WT::scFv-1
SLT-1A- 2,50 3 7,50 4 4 7,3
WT::scFv-1
SLT-1A- 125 3 3,75 5 5 7,4
WT::scFv-1
4 SLT-1A- 2,50 2 5,00 5 5 5,2
WT::scFv-1
SLT-1A- 5,00 2 10,00 5 5 4.4
WT::scFv-1
Vehiculo de | 0,00 3 0,00 4 0 todos
control vivieron
hasta el
final del
estudio
SLT-1A- 0,25 3 0,75 4 0 todos
FR::scFv-1 vivieron
hasta el
final del
43 estudio
SLT-1A- 125 3 3,75 4 0 todos
FR::scFv-1 vivieron
hasta el
final del
estudio
SLT-1A- 2,50 3 7,5 4 0 todos
FR::scFv-1 vivieron
hasta el
final del
estudio
Vehiculo de | 0,00 6 0,00 4 0 todos
control vivieron
hasta el
final del
estudio
SLT-1A- 0,25 6 1,50 4 0 todos
FR::scFv-2 vivieron
hasta el
#4 final del
estudio
SLT-1A- 1,00 6 6,00 4 0 todos
FR::scFv-2 vivieron
hasta el
final del
estudio
SLT-1A- 2,00 6 12,00 4 0 todos
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FR::scFv-2 vivieron
hasta el
final del
estudio

En el estudio # 1, la molécula que se dirige a células SLT-1A-WT::scFv-1 se analizé junto con un vehiculo de
control. Los ratones fueron dosificados en los dias de estudio 1, 3 y 5 con el vehiculo de control, 1,25, o 2,50
mg/kg/iny de SLT-1A-WT::scFv-1. En el estudio 1, todos los ratones tratados con SLT-1A-WT::scFv-1 tuvieron una
muerte relacionada con el tratamiento comenzando dos dias después de la tercera dosis. En el estudio # 1, los
ratones del grupo administrados con 1,25 mg/kg/iny de SLT-1A::WT-scFv-1 murieron los dias de estudio 7, 8, 9y 10
(un raton por dia) y los ratones del grupo administrados con 2,50 mg/kg/iny de SLT-1A-WT::scFv-1 murieron el dia 7
(tres ratones) o el dia 8 (un ratén). Todos los ratones en el grupo administrado con el vehiculo de control
sobrevivieron hasta el final del estudio.

En el estudio # 2, los ratones se les administrd6 SLT-1A-WT::scFv-1 como en el estudio # 1, pero con una dosis
maxima mayor de 5,00 mg/kg/inj. En el estudio # 2, los resultados similares se produjeron para ratones
administrados SLT-1A-WT::scFv-1 como en el estudio # 1; sin embargo, en el estudio # 2, los ratones en los dos
grupos de dosis mas altas solamente recibieron dos inyecciones debido a las muertes relacionadas con el
tratamiento de los ratones en estos grupos. La Figura 6 muestra una comparacion de la supervivencia de los ratones
de un grupo administrado 2,50 mg/kg/inj de SLT-1A-FR::iscFv-1 (estudio 2 #) en comparacion con ratones
administrados SLT-1A-WT::scFv 1 (estudio # 1) usando gréaficos de Kaplan-Meier.

En el estudio 3, los ratones se administraron con un control de vehiculo o el ejemplar dirige a una célula molécula
SLT-1A-FR::scFv-1 similar al régimen de dosificacion para el estudio # 1 pero con una dosis mas baja de 0,25
mg/kg/inj. Los ratones fueron dosificados en los dias de estudio 1, 3y 5 con 0,25, 1,25, 0 2,50 mg/kg/inj de SLT-1A-
FR::scFv-1. Todos los ratones administrados SLT-1A-FR::scFv-1 sobrevivio hasta el final del estudio 3 #. Se observo
una disminucién dependiente de la dosis en el peso corporal; sin embargo, una dosis maxima tolerada no se observo
para SLT-1A-FR::scFv-1 en el estudio # 3. El grupo de dosificacion mas alta probada (administrado 2,50 mg/kg/inj
SLT-1A-FR::scFv-1) tenia un nadir de solamente pérdida de peso corporal 13,1%. Estos resultados demuestran que
SLT-1A-FR::scFv-1 fue bien tolerada in vivo a dosis de repeticion que van desde 0.25-2.50 mg/kg/inj. Estos
resultados también demuestran que SLT-1A-FR:scFv-1 fue mejor tolerado que SLT-1A-WT:scFv-1 en las
condiciones ensayadas.

En el estudio 4, los ratones se administraron con un control de vehiculo o el ejemplar dirige a una célula molécula
SLT-1A-FR::scFv-2 a las 0,25, 1,00, o 2,00 mg/kg/inyeccion tres veces a la semana durante dos semanas (seis en
total dosis). Todos los ratones administrados SLT-1A-FR::scFv-2 sobrevivid hasta el final del estudio # 4 y no hay
observaciones clinicas adversas se observaron durante el transcurso del estudio. Estudio # 4 se extendi6 a dia 32, y
se observo el peso corporal medio para estar por encima de 80% del peso de partida para todos los grupos que
comprenden ratones administrados SLT-1A-FR::scFv-2. Estos resultados demuestran que SLT-1A-FR::scFv-2 fue
bien tolerada in vivo a dosis de repeticion que van desde 0.25-2.00 mg/kg/inj.

En comparacién con la tolerabilidad Resultados para moléculas dirigidas a células que comprenden una, de tipo
silvestre sensible a la proteasa, toxina Shiga polipéptido efector (estudios # 1 y # 2), las moléculas dirigidas a células
ejemplares que comprenden resistente escision por furina, los polipéptidos de la toxina efectoras Shiga exhibid
tolerabilidad mejorada (estudios # 3 y # 4) en dosis que implican dosis repetidas oscila entre 0,25 y 2,50 mg/kg/inj.

La mejora en la tolerabilidad vivo observada para estos dos, moléculas ejemplares, dirigidas a células de la
invencion sugiere que dosis mucho mas altas de las moléculas citotoxicas de la invencion se pueden administrar de
manera segura a mamiferos en comparacion con las moléculas parentales que comprende un escision por furina
sensible, Shiga polipéptido efector toxina.

A pesar de retencion de citotoxicidad equivalente a moléculas casi idénticas, dirigidas a células que comprenden
polipéptidos efectores de la toxina Shiga de tipo salvaje, las moléculas dirigidas a células ejemplares que
comprenden resistente escision por furina, los polipéptidos de la toxina efectoras Shiga exhibieron mamiferos
tolerabilidad mejoradas, es decir, perfiles de toxicidad mejorado debido a una reduccién en efectos deletéreos. Los
perfiles de toxicidad mejorados pueden ser debido a una reduccién de la toxicidad no especifica relacionada con la
resistencia a la proteasa generalmente mejorado de las moléculas. Estos resultados también sugieren que la
interrupcion de la furina motivo de escisién podria conferir una mayor estabilidad para toda la molécula dirigida a
células. Ademas, la resistencia de una molécula a la proteolisis podria mejorar su administracion perfiles
farmacocinéticos a un organismo.

Ensayo de la citotoxicidad selectiva y la eficacia de las moléculas dirigidas a células de ejemplo SLT-1A-FR::SscFv-2
in vivo utilizando modelos animales

Se utilizé un modelo de xenoinjerto diseminada para los tumores humanos para determinar la eficacia in vivo del
ejemplar, citotéxico, molécula SLT-1A-FR-dirige a una célula::scFv-2 en ratones portadores de tumor humano. Las
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células tumorales humanas que expresan constitutivamente luciferasa y la expresion de la superficie celular de
visualizacién del objetivo de scFv-2 se utilizaron en este modelo de xenoinjerto.

En estudio dia 0, los ratones CB.17 SCID con deficiencia inmune combinada severa (SCID) se expusieron por via
intravenosa con 2,5 x 10 8 células tumorales hTum-Luc (Molecular Imaging, Ann Arbor, Ml, Estados Unidos) en 200
microlitros (I) de PBS. Una imagen bioluminiscente confirmatorio (BLI) fue tomada 5 minutos después de la inyeccion
de células, y los ratones se dividieron en cuatro grupos de diez ratones cada uno (10 ratones). En los dias 0
(implante 1 hora post), 2, 4, 7, 9, y 11 después de la estimulacidon de células tumorales, los ratones de los cuatro
grupos recibieron por administracion intraperitoneal o bien el control del vehiculo (0 mg/kg/inj) o SLT-1A -FR::scFv-2
a dosis de 0,05, 0,50, o0 2,00 mg/kg/inj. La bioluminiscencia se midi6 en los dias 14, 18 y 21 utilizando un sistema de
imagen 6ptica Caliper IVIS 50 (Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados Unidos).

La molécula dirigida a células citotoxica de ejemplo SLT-1A-FR::scFv-2 redujo la carga tumoral humano en los
ratones en todos los niveles de dosificacion. Los resultados de este estudio se presentan en la Figura 7 y en la Tabla
4. En este estudio, el tamafio de la muestra (n) fue de 10 ratones por grupo para los cuatro grupos. La Figura 7
muestra la carga tumoral como se ensay6 por bioluminiscencia por ratén individuo con el tiempo basado en la
expresion del informador de luciferasa de las células tumorales humanas. Un ratdn individual esta representada por
cada simbolo representa en el gréafico, es decir, triangulo abierto, triangulo relleno, circulo abierto, o cuadrado
relleno. El eje Y es la sefal de bioluminiscencia total de un raton individual, que representa la carga tumoral, en
millones de fotones por segundo (fotones/seg), y el eje X es la dosis de inyeccion que varié de 0 a 2 miligramos de
SLT 1A-FR::scFv-2 por kilogramo de masa corporal por inyeccion. Tabla 4 informa la media BLI y el error estandar
de la media (SEM) entre los ratones en cada grupo a diferentes puntos de tiempo (dia de estudio 14, 18, 21, y 28).

Tabla 4. El estudio de xenoinjertos murinos demostré que la molécula citotéxica de ejemplo SLT-1A-FR::scFv-2 fue
eficaz in vivo

Dia Vehiculo de control 0,05 mg de SLT-1A- 0,50 mg de SLT-1A- 2,00 mg de SLT-1A-
FR::scFv-2 /kgliny FR::scFv-2 /kgliny FR::scFv-2 /kgliny
BLI SEM BLI SEM BLI SEM BLI SEM
promedio promedio promedio promedio
14 235 28 24 7 1,02 0,05 1,07 0,07
18 1900 201 251 80 1,36 0,18 0,90 0,04
21 5850 658 744 296 3,47 1,03 1,09 0,10
28 23700 2310 6960 1670 99,30 38,0 4,13 2,98

Estos resultados muestran SLT-1A-FR::scFv-2 fue capaz de reducir significativamente la carga de tumor humano en
ratones SCID desafiados con células tumorales humanas. Todos los grupos que constan de ratones administrados el
ejemplar dirige a una célula molécula SLT-1A-FR::scFv-2 mostré significativamente menos bioluminiscencia total en
comparacion con el control de vehiculo (Figura 7 y Tabla 4). Este efecto se observd en los ratones dosis
administradas de SLT-1A-FR::scFv-2 comprendidas entre 0,05 y 2,00 mg/kg/inj (Figura 7 y Tabla 4). El efecto tumor
de inhibiciéon observada fue dependiente de la dosis porque los ratones administrados 0,05 mg/kg/inj de SLT-1A-
FR::scFv-2 mostré algo de crecimiento del tumor medido por BLI, mientras que los ratones administrados ya sea
0,50 0 2,00 mg/kg/inj de SLT-1A-FR::scFv-2 no mostr6 crecimiento del tumor (Tabla 4, Figura 7).

Estos resultados demuestran que el ejemplar dirige a una célula molécula SLT-1A-FR::scFv-2 era 1) eficaz para
inhibir el crecimiento del tumor in vivo ademas de exhibir 2) citotoxicidad equivalente a moléculas dirigidas a células
que comprenden SLT-sensible escisién por furina 1A-WT;y 3) la mejora de la tolerabilidad en dosis mas altas en
comparacién con una molécula casi idénticos, dirige a una célula que comprende SLT-1A-WT.

Resumen

Las moléculas dirigidas a células de ejempo SLT-1A-FR::scFv-1 y SLT-1A-FR:scFv-2, que comprendia las
mutaciones en el motivo de escision por furina minimo R/Y-x-x-R, no se proteolizaron por furina humana, pero
mostraron citotoxicidades especificas comparables a las proteinas dirigida a células que comprenden una regién de
a subunidad A de la toxina Shiga de tipo salvaje. La molécula dirigida a células de ejemplo SLT-1A-FR::scFv-2 inhibe
eficazmente el crecimiento de tumor humano en un modelo de mamifero. Ademas, SLT-1A-FR::scFv-1 y SLT-1A-
FR::scFv-2 ambos mostraron una mejora en la tolerabilidad en comparaciéon con las moléculas parentales que
comprenden una region de la subunidad A de la toxina Shiga de tipo salvaje.

Las propiedades de SLT-1A-FR:scFv-1, SLT-1A-FR::scFv-2, y SLT-1A-FR-2::scFv-2, cada uno, que comprenden
polipéptidos efectores de la toxina Shiga que comprende escisién por furina mutaciones de alteracion (R248A y/o
R251A), sugieren otras interrupciones del motivo escision por furina en el conservada, bucle expuesto en la
superficie en toxina Shiga a subunidades pueden proporcionar las mismas propiedades, tales como, por ejemplo, la
citotoxicidad equivalente a como moléculas que comprende salvaje -type, toxina Shiga regiones una subunidad y la
mejora de los perfiles de toxicidad in vivo.
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Las mutaciones similares a R248A y R251A en moléculas dirigidas a células que comprenden la toxina Shiga
polipéptidos efectoras una subunidad puede proporcionar estructura y funcién similar. Por ejemplo, cualquier
mutacion que perturba el conservada, escision por furina, motivo de consenso SR/YxxR en toxina Shiga A
Subunidades resultara en la resistencia a la escision por furina pero no perturbar la citotoxicidad. En particular,
amino sustituciones de residuos de acido de arginina a cualquier residuo de amino acido no basico que carece de
una carga positiva, tal como, por ejemplo, A, G, P, S, T,D,E, Q,N,C, I, L, M, V, F, W, ey, puede ser utilizado para
crear un motivo de escision por furina alterada de un polipéptido efector de la toxina Shiga de una molécula de la
presente invencién. Del mismo modo, los truncamientos de la toxina Shiga A las subunidades y las deleciones
internas dentro del motivo escisidn por furina que perturban la minima, escisién por furina motivo R/YxxR pueden
usarse para crear los polipéptidos efectores de la toxina Shiga con estructura y funcién similar.

En resumen, moléculas citotoxicas pueden ser creadas usando la escision por furina resistente, toxina Shiga una
subunidad polipéptidos derivados y restos proximales carboxi terminal de mas de 28 kDa sin ninguna reduccion en la
citotoxicidad. Este es un descubrimiento sorprendente, ya que las toxinas Shiga requieren procesamiento proteolitico
en este sitio de escisidon por furina en los compartimentos subcelulares apropiados para la citotoxicidad optima
(véase, por ejemplo Garred @ et al, Exp Cell Res 218:. 39-49 (1995); Garred @ et al ., J Biol Chem 270: 10817-21
(1995); magra et al, Microbiologia 145: 999 a 1004 (1999); Kurmanova A et al, Biochem Biophys Res Commun 357:..
144-9 (2007)).

Ejemplo 2.Molécula dirigida a células citotdica que comprende una region efectora de la toxina Shiga
resistente a la escision por proteasa y una region de union carboxi terminal especifica a CD20 (SLT-1A- FR
unido con aCD20)

En este ejemplo, la regién de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido efector de la toxina Shiga
derivado de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A) resistente a la escision por proteasa. Un
aCD20-antigeno region de union de tipo inmunoglobulina se deriva de un dominio de tipo inmunoglobulina que
reconoce CD20 humano (véase, por ejemplo Haisma H et al, Blood 92:.. 184-90 (1999); Geng S et al, Cell Mol
Immunol 3: 439-43 (2006); Olafesn T et al, Protein Eng Des Sel. 23: 243-9 (2010)), que comprende una region de
unién de tipo inmunoglobulina capaz de unirse a un parte extracelular de CD20. CD20 se expresa en varios tipos de
células cancerosas, tales como células de linfoma de células B, células de leucemia de células pilosas, células de
leucemia linfocitica cronica de células B, y células de melanoma. Ademas, CD20 es una diana atractiva para la
terapéutica para el tratamiento de ciertas enfermedades autoinmunes, trastornos y afecciones que implican células B
hiperactiva.

Construccién, Produccién, y Purificaciéon de la molécula dirigida a células citotdéxica "SLT-1A-FR::aCD20"

El de tipo inmunoglobulina regiéon de union aCD20 y una resistente a la escision por proteasa, polipéptido toxina
Shiga efector estan unidos entre si para formar un molécula dirigida a células citotéxica. Por ejemplo, una proteina
de fusion se produce mediante la expresion de un polinucleétido que codifica la aCD20-antigeno-proteina de union
SLT-1A-FR::aCD20 (véase, por ejemplo, SEQ ID NOs: 50, 51, 52, y 53). La expresién de la molécula citotoxica SLT-
1A-FR::aCD20 se logra usando, sistemas de traduccion de la proteina, ya sea bacterianas y/o libres de células como
se describe en los ejemplos anteriores.

Determinacion de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR::aCD20"

Las caracteristicas de union de la molécula citotoxica de este ejemplo para las células CD20 + y células CD20- se
determina por un ensayo basado en fluorescencia, citometria de flujo conocido en la técnica. Utilizando Prism
software (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos), el B maxy K p se calculan utilizando la funcién de
software Prism de un sitio de union de [Y = B max * X/(K p + X)] bajo el las partidas de union a saturacion. B max €s la
union especifica maxima reportada en MFI. K p es la constante de unién en equilibrio, informé en nM. El B max para
SLT-1A-FR::aCD20 a las células CD20 + se mide para ser aproximadamente 50.000-200.000 MFI con una
K b dentro del intervalo de 0,01-100 nanomolar (nM), mientras que no hay ninguna unién significativa a células
CD20- en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de la molécula citotéxica SLT-1A-FR::aCD20 se determina en una, la
traduccion de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores. El efecto
inhibidor de la molécula citotéxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es significativo. El
IC s0 de SLT-1A-FR::aCD20 en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de células es de aproximadamente 0,1-
100 pM.

La determinacién de la citotoxicidad de la molécula dirigida a células citotdxica "SLT-1A-FR::aCD20" usando un
ensayo de eliminacién celular de CD20+

Las caracteristicas de citotoxicidad de SLT-1A-FR::aCD20 se determinan por el ensayo general de célula-kill como
se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células CD20 +. Ademas, las caracteristicas de
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citotoxicidad selectivas de SLT-1A-FR::aCD20 se determinan por el mismo ensayo general de célula-kill usando
CD20- células como una comparacién con las células CD20 +. El CD so de la molécula citotoxica de este ejemplo es
de aproximadamente 0,01-100 nM para células CD20 +, dependiendo de la linea celular. EI CD so de la molécula
citotoxica es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor (menos citotoxicos) para células que no expresan CD20
en una superficie celular, en comparacion con células que expresan CD20 en una superficie celular.

Determinacién de los efectos in vivo de la molécula citotéxica "SLT-1A-FR::aCD20" utilizando modelos animales

Los modelos animales se utilizan para determinar los efectos in vivo de la molécula citotéxica SLT-1A-FR::aCD20
sobre células neoplasicas. Se utilizan varias cepas de ratones para probar el efecto de la molécula citotdxica
después de la administracion intravenosa en tumores de xenoinjerto en ratones resultantes de la inyeccién en los
ratones de células neoplasicas humanas que expresan CD20 en sus superficies celulares.

Ejemplo 3. Molécula dirigida a céulas citotoxica que comprende una region efectora de la toxina Shiga
resistente a la escision por proteasa y una region de union carboxi terminal especifica para HER2 (SLT-1  A-
FR unida con aHER2-VuH)

En este ejemplo, uns regién del polipéptido efector de la toxina Shiga resistente a la escisién por proteasa se derivo
de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A). La regién de unién de tipo inmunoglobulina es aHER2
VHH derivada de una region variable de un solo dominio de la proteina 5F7 de anticuerpo de camélido (VuH), tal
como se describe en la Solicitud de patente de Estados Unidos 2011/0059090.

Construccién, Produccién, y Purificacién de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unida con aHER2-
VuH"

La region de union de tipo inmunoglobulina y un resistente a la escisién por proteasa, polipéptido toxina Shiga
efector estan unidos entre si para formar un molécula dirigida a células citotdxica (véase, por ejemplo, SEQ ID NO:
54). En este ejemplo, un polinucleétido que codifica la aHER2-V  region variable H derivado de la proteina 5F7 se
clona en el marco con un polinucledtido que codifica un enlazador conocido en la técnica y en marco con un
polinucleétido que codifica el polipéptido de la toxina efector Shiga que comprende los aminoacidos de la SEQ ID
NO: 22. Las variantes de "SLT-1A-FR enlaces con aHER2-V yH" moléculas citotoxicas se crean de tal manera que la
regién de unidn esta opcionalmente situado adyacente al extremo amino-terminal del polipéptido de la toxina efector
Shiga y comprende opcionalmente una sefial de reticulo endoplasmico carboxi terminal motivo de la familia KDEL (
'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62). La expresion de la "SLT-1A-FR unido con aHER2-V 1 H" molécula
citotdxica variantes se logra usando, sistemas de traduccion de la proteina, ya sea bacterianas y/o libres de células
como se describe en los ejemplos anteriores.

Determinacion de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotoxica "SLT-1A-FR unida con
aHER2-VyH"

Las caracteristicas de union de la molécula citotdéxica de este ejemplo para células HER2+ y células HER2- se
determina mediante un ensayo de citometria de flujo basado en fluorescencia conocido en la técnica. La B max para
las variantes "SLT-1A-FR unida con aHER2-V4H" a células HER2+ se mide para que sea de aproximadamente
50.000-200.000 MFI con una Kp dentro del intervalo de 0,01-100 nM, mientras que no hay unién significativa a
células HER2 en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de las moléculas citotéxicas "SLT-1A-FR unida con aHER2-V{H" se
determina en una traducciéon de proteinas in vitro libre de células, tal como se describe anteriormente en los
ejemplos anteriores. El efecto inhibidor de la molécula citotoxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libres de
células es significativo. La ICso de variantes "SLT-1A-FR unida con aHER2-V{H" en la sintesis de proteinas en este
ensayo libre de células es de aproximadamente 0,1-100 pM.

Determinacién de la citotoxicidad de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unida con aHER2-VxH"
utilizando un ensayo de eliminacién de células HER2+

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con aHER2-V 4 H" variantes se determinan por el
ensayo general de célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células HER2
+. Ademas, las caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con aHER2-V 4 H" se determinan
por el mismo ensayo de células-kill general usando HER2 células como una comparacién con las células HER2 +. El
CD so de la molécula citotoxica de este ejemplo es de aproximadamente 0,01-100 nM para células HER2 +
dependiendo de la linea celular. El CD so de la molécula citotoxica es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor
(menos citotéxicos) para células que no expresan HER2 en una superficie celular, en comparacién con células que
expresan HER2 en una superficie celular.

Determinar los efectos in vivo de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aHER2-VxH"
utilizando modelos animales
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Los modelos animales se utilizan para determinar los efectos in vivo de la molécula citotdxica "SLT-1A-FR unido con
aHER2-V 4 H" en las células neoplasicas. Varias cepas de ratones se utilizan para probar el efecto de la molécula
citotoxica después de la administracion intravenosa en tumores de xenoinjerto en ratones resultantes de la inyeccion
en los ratones de células neoplasicas humanas que expresan HER2 en sus superficies celulares.

Ejemplo 4. Una molécula dirigida a células citotoxic a que comprende una regién efectora de la toxina Shi  ga
resistente a la escisién por proteasa y una region de union derivada del anticuerpo  aEpsteinBarr-antigeno
(SLT-1A-FR unido con aEpsteinBarr)

En este ejemplo, la region de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido efector de la toxina Shiga
derivado de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A) resistente a la escision por proteasa. An-tipo
inmunoglobulina regién de unién aEpstein-Barr-antigeno se deriva de un anticuerpo monoclonal contra un antigeno
de Epstein-Barr (colmillo C et al, Immunol Methods J 287:. 21-30 (2004)), que comprende una union de tipo
inmunoglobulina regién capaz de unirse a una célula de humano infectado por el virus de Epstein-Barr o una célula
transformada que expresa un antigeno de Epstein-Barr. El antigeno de Epstein-Barr se expresa en varios tipos de
células, tales como células infectadas por un virus de las células y el cancer de Epstein-Barr (por ejemplo, células de
cancer de nasopharnygeal linfoma y). Ademas, la infeccién de Epstein-Barr se asocia con otras enfermedades, por
ejemplo, esclerosis multiple.

Construccién, Produccién, y Purificacién de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con
aEpsteinBarr"

El de tipo inmunoglobulina region de union aEpstein-Barr-antigeno y un polipéptido de toxina efector proteasa
resistente Shiga estan unidos entre si, y una KDEL carboxi terminal (SEQ ID NO: 62) se afiaden para formar un
molécula dirigida a células citotéxica. Por ejemplo, una proteina de fusidon se produce mediante la expresion de un
polinucleétido que codifica la proteina aEpsteinBarr-de unién a antigeno "SLT-1A-FR::aEpsteinBarr::KDEL." ( 'KDEL'
da a conocer como SEQ ID NO: 62) La expresion de la "SLT-1A-FR::aEpsteinBarr::KDEL" molécula citotoxica (
'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62) se lleva a cabo utilizando ya sea bacteriana y/o libre de células, los
sistemas de traduccién de la proteina como se describe en los ejemplos anteriores.

Determinacién de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con
aEpsteinBarr"

Las caracteristicas de union de la molécula citotoxica de este ejemplo para células positivas a antigeno EpsteinBarr
y células negativas de antigeno EpsteinBarr se determina por un ensayo basado en fluorescencia, citometria de flujo
conocido en la técnica. El B max para "SLT-1A-FR unido con aEpsteinBarr" a las células positivas al antigeno de
Epstein-Barr se mide para ser aproximadamente 50.000-200.000 MFI con una K p dentro del intervalo de 0,01-100
nM, mientras que no hay unién significativa a antigeno de Epstein-Barr células negativas en este ensayo.

La capacidad de inactivacién de ribosomas de la "SLT-1A-FR enlaces con aEpsteinBarr" molécula citotdxica se
determina en una, la traduccién de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos
anteriores. El efecto inhibidor de la molécula citotéxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es
significativo. El IC so de "SLT-1A-FR unido con aEpsteinBarr" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de
células es de aproximadamente 0,1-100 pM.

La determinacién de la citotoxicidad de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aEpsteinBarr"
usando un ensayo de eliminacién celular

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con aEpsteinBarr" se determinan mediante el ensayo
general de célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células positivas al
antigeno de Epstein-Barr. Ademas, las caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con
aEpsteinBarr" se determinan por el mismo ensayo de células-kill general usando células negativas de antigeno de
Epstein-Barr como una comparacién con las células positivas al antigeno de Epstein-Barr. El CD 50 de la molécula
citotoxica de este ejemplo es de aproximadamente 0,01-100 nM para células positivas a antigeno de Epstein-Barr,
dependiendo de la linea celular. El CD so de la molécula citotoxica es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor
(menos citotéxicos) para células que no expresan el antigeno de Epstein-Barr en una superficie celular, en
comparacion con células que expresan el antigeno de Epstein-Barr en una superficie celular.

Determinar los efectos in vivo de molécula dirigida a células "SLT-1A-FR unido con aEpsteinBarr" utilizando modelos
animales

Los modelos animales se utilizan para determinar los efectos in vivo de la molécula citotoxica "SLT-1A-FR unido con
aEpsteinBarr" en células neoplasicas. Varias cepas de ratones se utilizan para probar el efecto de la molécula
citotéxica después de la administracién intravenosa en tumores de xenoinjerto en ratones resultantes de la inyeccion
en los ratones de células neoplasicas humanas que expresan antigenos de Epstein-Barr en sus superficies
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celulares.

Ejemplo 5. Molécula dirigida a células citotoxica qu e comprende una region efectora de la toxina Shiga
resistente a la escision por proteasa y una region de union derivada del anticuerpo  aleishmania-antigeno
(SLT-1A-FR unido con aLeishmania)

En este ejemplo, la regién de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido resistente a proteasa de toxina
Shiga efector derivado de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A). Un alLeishmania-antigeno
regién de union de tipo inmunoglobulina se deriva de un anticuerpo generado, utilizando técnicas conocidas en la
técnica, a un antigeno de Leishmania de la superficie celular presente en las células humanas que albergan una
protozoos trypanosomatid intracelular (ver Silveira T et al., Int J Parasitol 31: 1451-8 (2001); Kenner J et al, J Cutan
Pathol 26:. 130-6 (1999); Berman J y Dwyer, Clin Exp Immunol 44: 342-348 (1981)).

Construccién, Produccién, y Purificacién de la molécula dirigida a células citotoxica "SLT-1A-FR unido con
alLeishmania"

El de tipo inmunoglobulina regién de unién a-Leishmania-antigeno y el polipéptido efector de la toxina Shiga estan
unidos entre si, y una KDEL carboxi terminal (SEQ ID NO: 62) se afiaden para formar un molécula dirigida a células
citotéxica. Por ejemplo, una proteina de fusion se produce mediante la expresion de un polinucleétido que codifica la
proteina de Leishmania-de unién al antigeno SLT-1A-FR::aLeishmania::KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID
NO: 62). La expresion de la molécula citotoxica SLT-la-FR::Leishmania::KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID
NO: 62) se lleva a cabo utilizando ya sea, sistemas de traduccién de proteinas bacterianas y/o libres de células
como se describe en los ejemplos anteriores.

Determinacién de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con
aleishmania”

Las caracteristicas de union de la molécula citotdxica de este ejemplo para células positivas a antigeno Leishmania 'y
células negativas de antigeno de Leishmania se determina por un ensayo basado en fluorescencia, citometria de
flujo conocido en la técnica. El B max para "SLT-1A-FR unido con aLeishmania" a las células positivas de antigenos
de Leishmania se mide para ser aproximadamente 50.000-200.000 MFI con una K p dentro del intervalo de 0,01-100
nM, mientras que no hay union significativa a antigeno de Leishmania células negativas en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de la "SLT-1A-FR enlaces con alLeishmania” molécula citotéxica se
determina en una, la traduccién de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos
anteriores. El efecto inhibidor de la molécula citotéxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es
significativo. El IC so de "SLT-1A-FR unido con aLeishmania" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de
células es de aproximadamente 0,1-100 pM.

La determinacién de la citotoxicidad de la molécula dirigida a células citotdxica "SLT-1A-FR unido con aleishmania”

utilizando un ensayo de eliminacién celular

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con alLeishmania" se determinan mediante el ensayo
general de célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células positivas de
antigeno Leishmania. Ademas, las caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con
aLeishmania" se determinan por el mismo ensayo de células-kill general usando células negativas al antigeno
Leishmania como una comparacion con las células positivas de antigeno Leishmania. EI CD so de la molécula
citotoxica de este ejemplo es de aproximadamente 0,01-100 nM para células positivas a antigeno Leishmania
dependiendo de la linea celular. EI CD so de la molécula citotdxica es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor
(menos citotdxicos) para células que no expresan el antigeno de Leishmania en una superficie celular, en
comparacion con células que expresan el antigeno de Leishmania en una superficie celular.

Ejemplo 6. Molécula dirigida a células citotoxica qu e comprende una region efectora de la toxina Shiga
resistente a la escisién por proteasa y una region de unién derivada de una regiéon de union de tipo
inmunoglobulina aNeurotensin-Receptor (SLT-1A-FR unido con  aNeurotensinR)

En este ejemplo, la regién de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido resistente a proteasa de toxina
Shiga efector derivado de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A). An-tipo inmunoglobulina region
de union aNeurotensinR se deriva de la DARPin ™ (GenBank adhesion: 2P2C_R) o un anticuerpo monoclonal
(Ovigne J et al, neuropéptidos. 32: 247-56 (1998)) que se une el receptor de neurotensina humana. El receptor de
neurotensina es expresada por varias células cancerosas, tales como cancer de mama, cancer de colon, cancer de
pulmén, melanoma, y células de cancer pancreatico.

Construccién, Produccién, y Purificacién de la molécula dirigida a células citotdxica "SLT-1A-FR unido con

aNeurotensinR"
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se afiade para formar un molécula dirigida a células citotdxica: La regidon de tipo inmunoglobulina de unién
aNeurotensinR y el polipéptido efector de la toxina Shiga estan unidos entre si, y una KDEL carboxi terminal (SEQ
ID 62 NO). Por ejemplo, una proteina de fusién se produce mediante la expresion de un polinucleétido que codifica
la proteina de neurotensina-receptor de unién a SLT-1A-FR::aNeurotensinR::KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ
ID NO: 62). Expresion de la-1A-FR SLT::aNeurotensinR::KDEL molécula citotéxica ( 'KDEL' da a conocer como SEQ
ID NO: 62) se lleva a cabo utilizando ya sea, sistemas de traduccion de proteinas bacterianas y/o libres de células
como se describe en los ejemplos anteriores.

Determinacién de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a célula citotéxica "SLT-1A-FR unido con

aNeurotensinR"

Las caracteristicas de unidon de la molécula citotéxica de este ejemplo para células positivas de receptor de
neurotensina y células negativas del receptor de neurotensina se determina por un ensayo basado en fluorescencia,
citometria de flujo conocido en la técnica. El B max para "SLT-1A-FR unido con aNeurotensinR" a células positivas del
receptor de neurotensina se mide para ser aproximadamente 50.000-200.000 MFI con una K p dentro del intervalo
de 0,01-100 nM, mientras que no hay unién significativa al receptor de la neurotensina células negativas en este
ensayo.

La capacidad de inactivaciéon de ribosomas de la "SLT-1A-FR enlaces con aNeurotensinR" molécula citotoxica se
determina en una, la traduccion de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos
anteriores. El efecto inhibidor de la molécula citotéxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es
significativo. El IC 5o de "SLT-1A-FR unido con aNeurotensinR" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de
células es de aproximadamente 0,1-100 pM.

La determinacidn de la citotoxicidad de la molécula dirigida a célula citotéxica "SLT-1A-FR unido con aNeurotensinR"

usando un ensayo de eliminacion celular

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con aNeurotensinR" se determinan mediante el ensayo
general de célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células positivas de
receptor de neurotensina. Ademas, las caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con
aNeurotensinR" se determinan por el mismo ensayo de células-kill general usando células negativas receptor de
neurotensina como una comparacion con las células positivas del receptor de neurotensina. ElI CD so de la molécula
citotéxica de este ejemplo es de aproximadamente 0,01-100 nM para células positivas de receptor de neurotensina,
dependiendo de la linea celular. EI CD so de la molécula citotdxica es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor
(menos citotéxicos) para células que no expresan receptor de neurotensina en una superficie celular, en
comparacion con células que expresan receptor de neurotensina en una superficie celular.

Determinar _los efectos in vivo de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aNeurotensinR"

utilizando modelos animales

Los modelos animales se utilizan para determinar los efectos in vivo de la molécula citotdxica "SLT-1A-FR unido con
aNeurotensinR" en células neoplasicas. Varias cepas de ratones se utilizan para probar el efecto de la molécula
citotéxica después de la administracién intravenosa en tumores de xenoinjerto en ratones resultantes de la inyeccion
en los ratones de células neoplasicas humanas que expresan receptores de neurotensina en sus superficies
celulares.

Ejemplo 7. Molécula dirigida a células que comprende una region efectora de la toxina Shiga resistente a la
escision por proteasa y una region de union derivad a de una regién de union de tipo inmunoglobulina
aEGFR (SLT-1A-FR unido con aEGFR)

En este ejemplo, la regién de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido resistente a proteasa de toxina
Shiga efector derivado de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A). La regién de union aEGFR se
deriva de la AdNectin ™ (GenBank adhesion: 3QWQ_B), el Affibody ™ (GenBank adhesion: 2KZI_A; patente de
Estados Unidos 8.598.113), o un anticuerpo, todos los que se unen uno o mas humanos receptores del factor de
crecimiento epidérmico. La expresion de los receptores del factor de crecimiento epidérmico se asocian con las
células humanas de céancer, tales como, por ejemplo, células de cancer de pulmon, células de cancer de mama y
células de cancer de colon.

Construccién, Produccion, y Purificacion de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aEGFR"

Se afiade para formar un molécula dirigida a células citotoxica: La region de tipo inmunoglobulina de unién aEGFR y
el polipéptido efector de la toxina Shiga estan unidos entre si, y una KDEL carboxi terminal (SEQ ID 62 NO). Por
ejemplo, una proteina de fusion se produce mediante la expresion de un polinucleétido que codifica la proteina de
unién a EGFR SLT-1A-FR::0EGFR::KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62). Expresion de la-1A-FR
SLT::aEGFR::KDEL molécula citotéxica ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62) se lleva a cabo utilizando ya
sea, sistemas de traduccion de proteinas bacterianas y/o libres de células como se describe en los ejemplos
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anteriores.

Determinacion de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotoxica "SLT-1A-FR unido con
oEGFR"

Las caracteristicas de union de la molécula citotoxica de este ejemplo para las células EGFR + y células EGFR-se
determina por un ensayo basado en fluorescencia, citometria de flujo conocido en la técnica. El B max para "SLT-1A-
FR unido con aEGFR" para EGFR + células se mide para ser aproximadamente 50.000-200.000 MFI con una
Kb dentro del intervalo de 0,01-100 nM, mientras que no hay union significativa a EGFR células en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de la "SLT-1A-FR enlaces con aEGFR" molécula citotoxica se determina
en una, la traduccion de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos
anteriores. El efecto inhibidor de la molécula citotéxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es
significativo. El IC so de "SLT-1A-FR unido con aEGFR" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de células es
de aproximadamente 0,1-100 pM.

La determinacién de la citotoxicidad de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aEGFR"
usando un ensayo de eliminacion celular

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con aEGFR" se determinan mediante el ensayo general
de célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células EGFR +. Ademas, las
caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con aEGFR" se determinan por el mismo ensayo
general de célula-kill usando EGFR-células como una comparacion con las células positivas de antigeno
Leishmania. El CD so de la molécula citotdxica de este ejemplo es de aproximadamente 0,01-100 nM para las células
EGFR +, dependiendo de la linea celular. El CD so0 de la molécula citotoxica es de aproximadamente 10-10.000
veces mayor (menos citotdxicos) para células que no expresan EGFR en una superficie celular, en comparacion con
células que expresan EGFR en una superficie celular.

Determinar los efectos in vivo de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aEGFR" utilizando
modelos animales

Los modelos animales se utilizan para determinar los efectos in vivo de la molécula citotdxica "SLT-1A-FR unido con
aEGFR" en células neoplasicas. Varias cepas de ratones se utilizan para probar el efecto de la molécula citotoxica
después de la administracion intravenosa en tumores de xenoinjerto en ratones resultantes de la inyeccion en los
ratones de células neoplasicas humanas que expresan EGFR (s) en sus superficies celulares.

Ejemplo 8. Molécula dirigida a células que comprende una region efectora de la toxina Shiga resistente a la
escision por proteasa y una region de unién derivad a del anticuerpo aCCRS5 (SLT-1A-FR unido con aCCR5)

En este ejemplo, la regién de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido resistente a proteasa de toxina
Shiga efector derivado de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A). An-tipo inmunoglobulina region
de union aCCR5 se deriva de un anticuerpo monoclonal contra CCR5 humano (CD195) (Bernstone L et al,
Hybridoma 31:. 7-19 (2012)). CCR5 se expresa predominantemente en las células T, macréfagos, células
dendriticas, y microglia. Ademas, CCR5 juega un papel en la patogénesis y la propagacion del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH).

Construccién, Produccién, y Purificacién de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aCCR5"

se afiade para formar un molécula dirigida a células citotdxica: La regién de tipo inmunoglobulina de unién aCCR5 y
el polipéptido efector de la toxina Shiga estan unidos entre si, y una KDEL carboxi terminal (SEQ ID 62 NO). Por
ejemplo, una proteina de fusién se produce mediante la expresion de un polinucleétido que codifica la proteina SLT-
1A-FR aCCRS5 vinculante::aCCR5::KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62). La expresion de la molécula
citotoxica SLT-1A-FR::aCCR5::KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62) se lleva a cabo utilizando ya sea,
sistemas de traduccién de proteinas bacterianas y/o libres de células como se describe en los ejemplos anteriores.

Determinacion de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotoxica "SLT-1A-FR unido con
aCCR5"

Las caracteristicas de union de la molécula citotoxica de este ejemplo para las células CCR5 + y células CCR5 se
determina por un ensayo basado en fluorescencia, citometria de flujo conocido en la técnica. El B max para "SLT-1A-
FR unido con aCCR5" a las células CCR5 + positivos se mide para ser aproximadamente 50.000-200.000 MFI con
una K p dentro del intervalo de 0,01-100 nM, mientras que no hay union significativa a CCR5 células en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de la "SLT-1A-FR enlaces con aCCR5" molécula citotoxica se determina

en una, la traduccion de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos
anteriores. El efecto inhibidor de la molécula citotéxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es
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significativo. El IC so de "SLT-1A-FR unido con aCCR5" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de células es
de aproximadamente 0,1-100 pM.

La determinacién de la citotoxicidad de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aCCR5"
usando un ensayo de eliminacién celular

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con aCCR5" se determinan mediante el ensayo general
de célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células CCR5 +. Ademas, las
caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con aCCR5" se determinan por el mismo ensayo
de células-kill general usando células CCR5 como una comparacion con las células CCR5 +. ElI CD sp de la molécula
citotoxica de este ejemplo es de aproximadamente 0,01-100 nM para las células CCR5 + en funcion de la linea
celular. EI CD so de la molécula citotdxica es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor (menos citotoxicos) para
células que no expresan CCR5 en una superficie celular, en comparacién con las células que expresan CCR5 en
una superficie celular.

Determinar los efectos in vivo de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aCCR5" utilizando
modelos animales

Los modelos animales se utilizan para determinar los efectos in vivo de la molécula citotdxica "SLT-1A-FR unido con
aCCR5" en la que agotan las células T a partir de materiales donantes (ver Tsirigotis P et al, inmunoterapia. 4: 407-
24 (2012)). Los primates no humanos se utilizan para determinar los efectos in vivo de "SLT-1A-FR unido con
aCCR5." La enfermedad de injerto contra huésped se analiza en macacos rhesus después del trasplante renal
cuando los érganos donados se tratan previamente con "SLT-1A-FR unido con aCCR5" (véase Weaver T et al, Nat
Med. 15: 746-9 (2009)). En el agotamiento in vivo de linfocitos T de sangre periférica en primates cynomolgus se
observa después de la administracién parenteral de diferentes dosis de "SLT-1A-FR enlaces con aCCR5." El uso de
"SLT-1A-FR unido con aCCR5" para bloquear la infeccion por VIH se prueba dando una dosis aguda de "SLT-1A-FR
unido con aCCR5" para primates no humanos con el fin de agotar severamente las células T circulantes en la
exposicién a un virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV) (ver Sellier P et al, PLoS One 5: €10570 (2010)).

Ejemplo 9. Molécula dirigida a células que comprende una region efectora de la toxina Shiga resistente a la
escision por proteasa y una regiéon de unién derivad a de un dominio anti-Env inmunoglobulina (SLT-1A-FR
unido con aEnv)

En este ejemplo, la regién de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido de toxina efector resistente a
proteasa Shiga derivada de la subunidad A de la toxina Shiga (stxA). Una region de unién de tipo inmunoglobulina
aEnv se deriva de anticuerpos existentes que se unen la cubierta del VIH glicoproteina (Env), tales como GP41,
GP120, GP140, GP160 o (véase, por ejemplo Chen W et al, J Mol Bio 382:. 779-89 (2008 ); Chen W et al, Expert
Opin Biol Ther 13: 657-71 (2013); van den Kerkhof T et al, Retrovirology 10:.. 102 (2013)) o de anticuerpos
generados usando técnicas estandar (ver Prabakaran P et al ., Microbiol delantero 3: 277 (2012)). Env son proteinas
de superficie del VIH que también se muestran en las superficies celulares de las células infectadas por el VIH
durante la replicacion del VIH. Aunque Env se expresan en las células infectadas predominantemente en
compartimientos endosomal, cantidades suficientes de Env podrian estar presentes en una superficie celular a ser el
blanco de un citotoxico, molécula muy potente, dirigido a las células de la invencién. Ademas, Env de metas de
moléculas citotoxicas podria obligar viriones de VIH y entrar en las células recién infectadas durante la fusion de
viriones con una célula huésped.

Dado que el VIH muestra una alta tasa de mutacion, es preferible utilizar un dominio de inmunoglobulina que se une
una parte constrefiida funcional de un Env, tal como se muestra mediante la neutralizacion en términos generales
anticuerpos que se unen Env a partir de multiples cepas del VIH (van den Kerkhof T et al. , Retrovirology 10: 102
(2013)). Debido a que se cree que los Env presente en la superficie de una célula infectada para presentar epitopos
estéricamente restringidos (Chen W et al, J Virol. 88: 1125-1139 (2014)), es preferible usar mas pequefio que 100 kD
e idealmente menor que 25 kD , como sdAbs o V ndominios H.

Construccién, Produccién, y Purificaciéon de la molécula dirigida a células citotdéxica "SLT-1A-FR unido con aEnv"

El de tipo inmunoglobulina regién de unién oEnv y el polipéptido de la toxina efector proteasa resistente Shiga estan
unidos entre si, y una KDEL carboxi terminal (SEQ ID NO: 62) se afiaden para formar un molécula dirigida a células
citotéxica. Por ejemplo, una proteina de fusion se produce mediante la expresion de un polinucleétido que codifica la
proteina SLT-1A-FR aEnv vinculante::aEnv::KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62). Expresion de la-1A-
FR SLT::aEnv::KDEL molécula citotéxica ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62) se lleva a cabo utilizando ya
sea, sistemas de traduccidon de proteinas bacterianas y/o libres de células como se describe en los ejemplos
anteriores.

Determinacion de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aEnv"

Las caracteristicas de unién de la molécula citotéxica de este ejemplo para las células Env + y células env se
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determina por un ensayo basado en fluorescencia, citometria de flujo conocido en la técnica. El B maxpara "SLT-1A-
FR unido con aEnv" a células positivas Env + se mide para ser aproximadamente 50.000-200.000 MFI con una
K b dentro del intervalo de 0,01-100 nM, mientras que no hay union significativa a env células en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de la "SLT-1A-FR enlaces con aEnv" molécula citotoxica se determina en
una, la traduccion de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores. El
efecto inhibidor de la molécula citotoxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es
significativo. El IC so de "SLT-1A-FR unido con aEnv" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de células es
de aproximadamente 0,1-100 pM.

La determinacién de la citotoxicidad de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aEnv" usando
un ensayo de eiminacién celular

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con aEnv" se determinan mediante el ensayo general de
célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células + Env. Ademas, las
caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con aEnv" se determinan por el mismo ensayo de
células-kill general usando células env como una comparacion con las células + Env. El CD so de la molécula
citotéxica de este ejemplo es de aproximadamente 0,01-100 nM para las células de Env + dependiendo de la linea
celular y/o la cepa de VIH utilizada para infectar las células para hacerlas Env +. El CD sp de la molécula citotoxica
es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor (menos citotoxicos) para células que no expresan Env en una
superficie celular, en comparacion con las células que expresan Env en una superficie celular.

Determinar los efectos in vivo de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aEnv" utilizando
modelos animales

El uso de "SLT-1A-FR unido con aEnv" para inhibir la infeccién por VIH se prueba mediante la administracién de
"SLT-1A-FR unido con aEnv" al virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV) infectados primates no humanos (ver
Sellier P et al. , PLoS One 5: €10570 (2010)).

Ejemplo 10. Molécula dirigida a células que comprend e una regién efectora de la toxina Shiga resistente ala
escision por proteasa y una region de unién del ant icuerpo aUL18 (SLT-1A-FR unido con aUL18)

En este ejemplo, la regién de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido resistente a proteasa de toxina
Shiga efector derivado de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A). Un aUL18 region de union de
tipo inmunoglobulina se deriva de un anticuerpo generado, utilizando técnicas conocidas en la técnica, a la proteina
de citomegalovirus superficie celular UL18, que estd presente en las células humanas infectadas con el
citomegalovirus (Yang Z, Bjorkman P, Proc Natl Acad Sci Estados Unidos 105: 10095-100 (2008)). La infeccién por
citomegalovirus humano se asocia con varios tipos de cancer y trastornos inflamatorios.

Construccién, Produccion, y Purificacion de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aUL18"

Se afiade para formar un molécula dirigida a células citotéxica: La region de tipo inmunoglobulina de uniéon aUL18 y
el polipéptido efector de la toxina Shiga estan unidos entre si, y una KDEL carboxi terminal (SEQ ID 62 NO). Por
ejemplo, una proteina de fusidn se produce mediante la expresion de un polinucleétido que codifica la proteina SLT-
1A-FR aUL18 vinculante::aUL18::KDEL ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62). Expresion de la-1A-FR
SLT::aUL18::KDEL molécula citotoxica ( 'KDEL' da a conocer como SEQ ID NO: 62) se lleva a cabo utilizando ya
sea, sistemas de traduccidon de proteinas bacterianas y/o libres de células como se describe en los ejemplos
anteriores.

Determinacién de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con
aulL18"

Las caracteristicas de union de la molécula citotéxica de este ejemplo para células positivas proteina de
citomegalovirus UL18 y UL18 células negativas de proteina de citomegalovirus se determina por un ensayo basado
en fluorescencia, citometria de flujo conocido en la técnica. El B max para "SLT-1A-FR unido con aUL18" a la proteina
de citomegalovirus células UL18 positivos se mide para ser aproximadamente 50.000-200.000 MFI con una
K b dentro del intervalo de 0,01-100 nM, mientras que no hay unién significativa a citomegalovirus proteina UL18
células negativas en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de la "SLT-1A-FR enlaces con aUL18" molécula citotoxica se determina
en una, la traduccion de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos
anteriores. El efecto inhibidor de la molécula citotéxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es
significativo. El IC so de "SLT-1A-FR unido con aUL18" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de células es
de aproximadamente 0,1-100 pM.

La determinacién de la citotoxicidad de la molécula dirigida a células citotdéxica "SLT-1A-FR unido con aUL18"
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usando un ensayo de eliminacion celular

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con aUL18" se determinan mediante el ensayo general
de célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores usando proteina de citomegalovirus células
UL18 positivos. Ademas, las caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con aUL18" se
determinan por el mismo ensayo de células-kill general usando proteina de citomegalovirus UL18 células negativas
como una comparacion con la proteina de citomegalovirus UL18 células positivas. El CD so de la molécula citotoxica
de este ejemplo es de aproximadamente 0,01-100 nM para células positivas proteina de citomegalovirus UL18
dependiendo de la linea celular. EI CD so de la molécula citotdxica es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor
(menos citotdxicos) para células que no expresan la proteina de citomegalovirus UL18 en una superficie celular, en
comparacioén con células que expresan la proteina de citomegalovirus UL18 en una superficie celular.

Ejemplo 11. Molécula dirigida a células citotdxica q ue comprende una regién efectora de la toxina Shiga
resistente a la escision por proteasa derivada de |  a subunidad A de la toxina de tipo Shiga 1 yunareg i6n de
unién derivada de un anticuerpo para antigeno intes  tinal de helmintos (SLT-1A-FR unido con antigeno
intestinal de aHelmintos)

En este ejemplo, la region de polipéptido efector de la toxina Shiga deriva de la subunidad A de la toxina de tipo
Shiga 1 (SLT-1A). Un antigeno intestinal de ahelminto de la region de unién de tipo inmunoglobulina deriva de un
anticuerpo generado, usando técnicas conocidas en el sector, para el ortdlogo de helmintos de un receptor de
transferrina humana (véase, por ejemplo el gen de nematodos gcp-2,1 UniProt GBJYE4_CAEEL; Rosa B et al., Mol
Cell Proteomics M114.046227 (2015)).

Construccion, produccién y purificacion de la proteina citotéxica "SLT-1A-FR unida con antigeno intestinal de
ahelmintos "

El antigeno intestinal de ahelminto de la regién de unién de tipo inmunoglobulina y el polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a proteasa se unen entre si, y opcionalmente se unen junto a un motivo sefial del reticulo
endoplasmatico carboxi terminal de la familia KDEL ('KDEL' descrito como SEQ ID NO: 62) para formar una
molécula dirigida a células citotoxica. Por ejemplo, se produce una proteina de fusion mediante la expresion de un
polinucleétido que codifica la proteina de uniéon a SLT-1A-FR::antigeno intestinal de ahelmintos. La expresién de la
proteina citotoxica SLT-1A-FR:antigeno intestinal de ahelmintos se logra usando sistemas de traduccion de
proteinas, ya sean bacterianos y/o libres de células, tal como se describe en los ejemplos anteriores.

Determinacion de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotoxica " SLT-1A-FR unida con
antigeno intestinal de ahelmintos "

Las caracteristicas de union de la molécula dirigida a células citotéxica de este ejemplo se determina mediante un
ensayo de unién molecular conocido en la técnica usando una proteina diana recombinante purificada. La Kp para
"SLT-1A-FR unida con antigeno intestinal de ahelmintos” para dirigir la proteina tras medirla es de aproximadamente
100 nM, mientras que no hay unién significativa a una proteina de control negativo (por ejemplo receptor de
transferrina humana, purificada, recombinante,) en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de la proteina citotdxica "SLT-1A-FR unida con antigeno intestinal de
ahelmintos” se determina en una traduccion de proteinas in vitro libre de células, tal como se describe anteriormente
en los ejemplos anteriores. El efecto inhibidor de la molécula dirigida a células citotoxica de este ejemplo en la
sintesis de proteinas libres de células es significativo. La ICso de "SLT-1A-FR unida con antigeno intestinal de
ahelmintos" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de células es de aproximadamente 0,1-100 pM.

Determinacion de la toxicidad de la proteina citotéxica "SLT-1A-FR unida con antigeno intestinal de ahelmintos"
utilizando Helmintos

La toxicidad de "SLT-1A-FR unida con antigeno intestinal de ahelmintos" a helmintos se determina usando helmintos
de modelo (véase, por ejemplo latsenko | et al., Toxins 2050-63 (2014)). Al helminto se le puede administrar " SLT-
1A-FR unida con antigeno intestinal de ahelmintos" purificado mediante remojo o, alternativamente, mediante la
alimentacién del helminto con bacterias que expresan, por ejemplo, la proteina de fusion SLT-1A-FR::antigeno
intestinal de ahelmintos.

Ademas, los animales de laboratorio que alberga helmintos y/o se presentan enfermedades relacionadas con
helmintos se administran " SLT-1A-FR unida con antigeno intestinal de ahelmintos " y se controlé para la reduccion o
eliminacion de helmintos y/o sintomas asociados de helmintos (s) parasitaria, tal como asesinato helmintos, el
aumento de la esterilidad, reduccién de la fecundidad, y la inhibicién del crecimiento.

Ejemplo 12. Molécula dirigida a células citotdxica q ue comprende una regién efectora de la toxina Shiga
resistente a la escisién por proteasa y una region de union que reconoce una molécula mayor de
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histocompatiblidad humana complejada con un péptido de un agente infeccioso (SLT-1A-FR unido con
aMHC-péptido)

En este ejemplo, la region de polipéptido efector de la toxina Shiga es un polipéptido de toxina efector resistente a
proteasa Shiga derivada de la subunidad A de la toxina Shiga (stxA). Una regién de unién de tipo inmunoglobulina
gue se une a un ser humano, se obtiene o se disefid a partir de una biblioteca de anticuerpos y/o de tipo
inmunoglobulina principal de histocompatibilidad (MHC) molécula complejada con un péptido especifico tamiza
utilizando técnicas estandar conocidas para el experto (ver Tohidkia . M et al, J farmaco diana 20: 195-208 (2012);
de Marco A, Crit Rev Biotechnol 33: 40-8 (2013); Wen F, Zhao H, Methods Mol Biol 1061: 245-64 (2013)).

Por ejemplo, las células humanas infectadas con malaria pueden presentar en sus superficies celulares moléculas
MHC de clase | complejadas con antigenos de la P. falciparum membrana apical antigeno-1 (AMA1), tales como, por
ejemplo, el HLA-A en complejo con el péptido TLDEMRHFY ( SEQ ID NO: 137) (véase, por ejemplo Lal A et al,
Infect Immun 64: 1054-9 (1996.); Sedegah M et al, Malar J 9:.. 241 (2010); Schwenk R et al, Malar J 12 : 376
(2013)). Del mismo modo, las células humanas infectadas con tuberculosis pueden presentar en sus superficies
celulares moléculas MHC de clase | complejadas con antigenos de factores de M. tuberculosis, tales como, por
ejemplo, CFP10, PE/PPE, Rv0288, Rv1886¢c, Rv3875, y TB10.4, (Axelsson -Raobertson R y otros, Immunology 129:.
496-505 (2010); Axelsson-Robertson R et al, Vaccine Clin Immunol 18:.. 125-34 (2011); Wang M y otros,
Immunology 132: 482-91 (. 2011); Axelsson-Robertson R et al, PLoS One 8: €58309 (2013)).

Construccién, Produccién, y Purificacién de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR unido con aMHC-
péptido”

El de tipo inmunoglobulina regién de unién aMHC-péptido y polipéptido toxina efector proteasa resistente Shiga
estan unidos entre si para formar un molécula dirigida a células citotéxica. Por ejemplo, una proteina de fusion se
produce mediante la expresion de un polinucleétido que codifica la SLT-1A-FR::proteina aMHC-péptido en el que las
regiones de union se une a un subtipo humano HLA MHC molécula especifica complejado con un péptido antigénico
de M. tuberculosis o P. falciparum . Expresion de la SLT-1A-FR::molécula citotoxica aMHC-péptido se consigue
usando, sistemas de traduccién de la proteina, ya sea bacterianas y/o libres de células como se describe en los
ejemplos anteriores. Las regiones de union especificas para otros tipos de HLA complejadas con antigenos de la
malaria 0 antigenos de micobacterias se han disefiado y probado para proporcionar una mejor cobertura de las
subpoblaciones humanos.

Determinacién de las caracteristicas in vitro de la molécula dirigida a células citotéxica "SLT-1A-FR enlaces con
aMHC-péptido”

Las caracteristicas de union de la molécula citotoxica de este ejemplo para las células humanas infectadas se
determina por un ensayo basado en fluorescencia, citometria de flujo conocido en la técnica. El B maxpara "SLT-1A-
FR unido con aMHC-péptido" a las células presentadoras de antigeno se mide para ser aproximadamente 50.000-
200.000 MFI con una K p dentro del intervalo de 0,01-100 nM, mientras que no hay union significativa a células de
control negativo en este ensayo.

La capacidad de inactivacion de ribosomas de la "SLT-1A-FR enlaces con aMHC-péptido" molécula citotoxica se
determina en una, la traduccion de proteinas libre de células in vitro como se describe anteriormente en los ejemplos
anteriores. El efecto inhibidor de la molécula citotéxica de este ejemplo en la sintesis de proteinas libre de células es
significativo. El IC so de "SLT-1A-FR unido con aMHC-péptido" en la sintesis de proteinas en este ensayo libre de
células es de aproximadamente 0,1-100 pM.

La determinacion de la citotoxicidad de de la molécula dirigida a células citotoxica "SLT-1A-FR unido con aMHC-
péptido" Uso de un ensayo de células-Kill

Las caracteristicas de citotoxicidad de "SLT-1A-FR enlaces con aMHC-péptido" se determinan mediante el ensayo
general de célula-kill como se describe anteriormente en los ejemplos anteriores utilizando células infectadas y/o
células presentadoras de antigenos positivos para los complejos especificos de moléculas de péptido
MHC. Ademas, las caracteristicas de citotoxicidad selectivas de "SLT-1A-FR enlaces con aMHC-péptido" se
determinan por el mismo ensayo general de célula-kill. El CD 5o de la molécula citotoxica de este ejemplo es de
aproximadamente 0,01-100 nM para MHC-péptido + células dependiendo de la linea celular. El CD so de la molécula
citotéxica es de aproximadamente 10-10.000 veces mayor (menos citotoxicos) para células que no expresan la
misma MHC-péptido en una superficie celular, en comparacién con células que presentan un, MHC-péptido dirigido
especificamente sobre una superficie celular.

Determinar _los efectos in vivo de la molécula dirigida a células citotoxica "SLT-1A-FR unido con aMHC-péptido"
utilizando modelos animales

El uso de "SLT-1A-FR unido con aMHC-péptido" para inhibir infecciones por Plasmodium o Mycobacterium se
prueba mediante la administracion de "SLT-1A-FR unido con aMHC-péptido" para modelos animales de las
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infecciones de malaria, Mycobacterium, infecciones de esporozoitos, y etapa higado Plasmodium infecciones
parasitarias. Este tipo de complejo MHC-péptido - objetivo terapéutico puede ser particularmente til en
mycobacterium o Plasmodium individuos infectados que también estan comprometidos inmuno-, tales como, por
ejemplo, asplenia, T-celular deficiente, y/o pacientes infectados por VIH.

Ejemplo 13. Moléculas dirigidas a células citotoxica s que comprende regiones efectoras de a toxina Shiga
resistente a a escision por proteasa y regiones de unién que reconocen varios tipos de células

En este ejemplo, la regién de polipéptido toxina efector Shiga es un polipéptido resistente a proteasa de toxina Shiga
efector derivado de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 1 (SLT-1A), toxina Shiga (stxA), y/o toxina
semenjante a Shiga 2 (SLT-2A) con un sitio sensible a la proteasa alterado en la secuencia de aminoacido que se
produce de forma nativa en 248-251 para SLT-1A y stxA o 247-250 para SLT-2A. Una regién de unién se deriva del
dominio de inmunoglobulina de la molécula elegida de la columna 1 de la Tabla 5 y que se une la biomolécula diana
extracelular indica en la columna 2 de la Tabla 5. Las moléculas dirigidas a células ejemplares de este ejemplo estan
opcionalmente creado con un carboxi- terminal de motivo sefial de tipo KDEL y/o agente de deteccion usando
reactivos y técnicas conocidas en la técnica la promocion. Los, citotéxicos, moléculas dirigidas a células ejemplares
de este ejemplo se ensayaron como se describe en los ejemplos anteriores utilizando células que expresan las
biomoléculas diana extracelulares apropiados. Las moléculas dirigidas a células ejemplares de este ejemplo se
pueden usar, por ejemplo, para diagnosticar y tratar enfermedades, afecciones y/o trastornos indicados en la
columna 3 de la Tabla 5.

Tabla 5. Varias regiones de union para el direccionamiento celular de polipéptidos derivados de la subunidad A de
toxina Shiga resistente a la escision por furina

Origen de la region de unién Diana extracelular Aplicacion o aplicaciones

alemtuzumab CD52 canceres de células B, tales como linfoma y
leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes

basiliximab CD25 trastornos de células T, tales como la prevencion
de rechazos de trasplante de 6rganos y algunos
canceres del linaje de células B

brentuximab CD30 canceres hematolégicos, trastornos inmunitarios
relacionados con células B y trastornos
inmunitarios relacionados con células T

catumaxomab EpCAM varios canceres, tales como cancer de ovario,
ascitis maligna, cancer gastrico

cetuximab EGFR varios canceres, tales como cancer colorrectal y
de cabeza y cuello

daclizumab CD25 canceres de linaje de céulas B y trastornos de
células T, tales como el rechazo de trasplante de
6rganos

daratumumab CD38 canceres hematolégicos, trastornos inmunitarios

relacionados con células B y trastornos
inmunitarios relacionados con células T

dinutuximab gangliésido GD2 Varios canceres, tales como cancer de mama,
canceres mieloides y neuroblastoma

efalizumab LFA-1 (CD11a) trastornos autoinmunes, tales como psoriasis

ertumaxomab HER2/neu varios canceres y tumores, tales como cancer de
mama y cancer colorectal

gemtuzumab CD33 cancer mieloide o trastorno inmunitario

ibritumomab CD20 canceres de células B, tales como linfoma y

leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes

ipilimumab CD152 trastornos relacionados con células T y varios
canceres, tales como leucemia, melanoma

muromonab CD3 prevencion de los rechazos de trasplante de
drganos

natalizumab integrina a4 trastornos autoinmunes, tales como esclerosis
multiple y enfermedad de Crohn

obinutuzumab CD20 canceres de células B, tales como linfoma y

leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes

ocaratuzumab CD20 canceres de células B, tales como linfoma y
leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes
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ocrelizumab

CD20

canceres de células B, tales como linfoma y
leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes

ofatumumab

CD20

canceres de células B, tales como linfoma y
leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes

palivizumab

Proteina del virus

sincitial respiratorio

tratar el virus sincitial respiratorio

panitumumab

EGFR

varios canceres, tales como cancer colorectal y
cancer de cabeza y cuello

pertuzumab HER2/neu varios canceres y tumores, tales como cancer de
mama y cancer colorectal

pro 140 CCR5 infeccidn por vIH y trastornos de células T

ramucirumab VEGFR2 varios canceres y trastornos relacionados con
cancer, tales como tumores soélidos

rituximab CD20 canceres de células B, tales como linfoma y

leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes

tocilizumab o atlizumab

receptor de IL-6

trastornos autoinmunes, tales como artritis
reumatoide

to situmomab

CD20

canceres de células B, tales como linfoma y
leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes

trastuzumab

HER2/neu

varios canceres y tumores, tales como cancer de
mama y cancer colorectal

ublituximab

CD20

canceres de células B, tales como linfoma y
leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes

vedolizumab

integrina a437

trastornos  autoinmunes, tales como la
enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa

anticuerpos de union y scFv de
CD20

CD20

canceres de células B, tales como linfoma y
leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes
(véase, por ejemplo, Geng S et al. Cell Mol
Immunol 3: 439-43 (2006); Olafesn T et al.
Protein Eng Des Sel 23: 243-9 (2010))

scFv de unién a CD22

CD22

canceres de células B o trastornos inmunitarios
relacionados con células B (véase, por ejemplo,
Kawas S et al. MAbs s: 479-86 (2011))

scFv de unién a CD25

CD25

varios canceres de linaje de céulas B y trastornos
inmunitarios relacionados con células T (véase,
por ejemplo, Muramatsu H et al., Cancer Lett 225:
225-36 (2005))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
CD30

CD30

canceres de células B o trastornos inmunitarios
relacionados con células B/células T (véase, por
ejemplo, Klimka A et al., Br J Cancer 83: 252-60
(2000))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
CD33

CD33

cancer mieloide o trastorno inmunitario (véase,
por ejemplo, Benedict C et al, J Immunol
Methods 201: 223-31 (1997))

dominios de
unién a CD38

inmunoglobulina de

CD38

canceres hematolégicos, trastornos inmunitarios
relacionados con células B y trastornos
inmunitarios relacionados con células T (véase,
por ejemplo, patente de Estados Unidos
8,153,765)

scFv de unién a CD40

CD40

varios canceres y trastornos inmunitarios (véase,
por ejemplo, Ellmark P et al., Immunology 106:
456-63 (2002))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
CD52

CD52

Canceres de células B, tales como linfoma y
leucemia, y trastornos inmunitarios relacionados
con células B, tales como trastornos autoinmunes
(véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos
7,910,104 B2)

anticuerpo o anticuerpos de unién a
CD56

CD56

trastornos inmunitarios y variso canceres, tales
como cancer de pulmén, Merkel cell carcinoma,
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mieloma (véase, por ejemplo, Shin J et al,
Hybridoma 18: 521-7 (1999))

anticuerpo o a CD79

CD79

canceres de células B o trastornos inmunitarios
relacionados con células B (véase, por ejemplo,
Zhang L et al. Ther. Immunol. 2: 191-202 (1995))

anticuerpos de union y scFv de
unioén a CD133

CD133

varios canceres, tumores hematolégicos vy
trastornos inmunitarios (véase, por ejemplo,
Bidlingmaier S et al., J Mol Med 86: 1025-32
(2008); Pavlon L et al., J Microsc 231: 374-83
(2008); Rappa G et al., Stem Cells 26: 3008-17
(2008); Swaminathan S et al., J Immunol Methods
361: 110-5 (2010); Wang J et al., Hybridoma 29:
241-9 (2010); Zzhu X et al., Mol Cancer Ther 9:
2131-41 (2010); Xia J et al.,, Sci Rep 3: 3320
(2013))

scFv de unién a CD248

CD248

varios canceres, tales como angiogénesis
inhibidora (véase, por ejemplo, Zhao A et al., J
Immunol Methods 363: 221-32 (2011))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
EpCAM

EpCAM

varios canceres, tales como cancer de ovario,
ascitos malignos, cancer gastrico (véase, por
ejemplo, Schanzer J et al., J Immunother 29: 477-
88 (2006))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
PSMA

PSMA

cancer de préstata (véase, por ejemplo, Frigerio B
et al., Eur J Cancer 49: 2223-32 (2013))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
Eph-B2

Eph-B2

varios canceres, tales como cancer colorectal y
cancer de prostata (véase, por ejemplo,
Abéngozar M et al., Blood 119: 4565-76 (2012))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
endoglina

Endoglina

varios canceres, tales como cancer de mama y
canceres colorectales (véase, por ejemplo, Volkel
T et al., Biochim Biophys Res Acta 1663: 158-66
(2004))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
FAP

FAP

varios canceres, tales como sarcomas y canceres
de hueso (véase, por ejemplo, Zhang J et al.,
FASEB J 27: 581-9 (2013))

anticuerpo o anticuerpos y scFv de
union a CEA

CEA

varios canceres, tales como cancer
gastrointestinal, cancer pancreatico, cancer de
pulmén y cancer de mama (véase, por ejemplo,
Neumaier M et al.,, Cancer Res 50: 2128-34
(1990); Pavoni E et al., BMC Cancer 6: 4 (2006);
Yazaki P et al., Nucl Med Biol 35: 151-8 (2008);
Zhao J et al., Oncol Res 17: 217-22 (2008))

anticuerpo o anticuerpos de unién a
CD24

CD24

varios canceres, tales como bladder cancer
(véase, por ejemplo, Kristiansen G et al., Lab
Invest 90: 1102-16 (2010))

scFv de unién a antigenos de Lewis
Y

antigenos de LewisY

varios canceres, tales como cancer de cuello de
Utero y cancer uterino (véase, por ejemplo, Power
B et al, Protein Sci 12: 734-47 (2003);
monoclonal antibody BR96 Feridani A et al,
Cytometry 71: 361-70 (2007))

adalimumab TNF-a varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn,
psoriasis en placas, artritis psoriatica, espondilitis
anquilosante, artritis idiopatica juvenil,
enfermedad hemolitica del recién nacido

afelimomab TNF-a varios canceres y trastornos inmunitarios

ald518 IL-6 varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritris reumatoide

anrukinzumab o ima-638 IL-13 varios canceres y trastornos inmunitarios

briakinumab IL-12, IL-23 varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como psoriasis, artritis reumatoide, enfermedades
inflamatorias del intestino esclerosis multiple

brodalumab IL-17 varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como enfermedades inflamatorias

canakinumab IL-1 varios canceres y trastornos inmunitarios, tales

como artritis reumatoide
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certolizumab TNF-a varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como enfermedad de Crohn

fezakinumab IL-22 varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritis reumatoide, psoriasis

ganitumab IGF-I varios canceres

golimumab TNF-a varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritis reumatoide, artritis psoriatica,
espondilitis anquilosante

infliximab TNF-a varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritis reumatoide, espondilitis
anquilosante, artritis ~ psoriatica, psoriasis,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa

ixekizumab IL-17A varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como enfermedades autoinmunes

mepolizumab IL-5 varios trastornos inmunitarios y canceres, tales
como canceres de células B

nerelimomab TNF-a varios canceres y trastornos inmunitarios

olokizumab IL6 varios canceres y trastornos inmunitarios

ozoralizumab TNF-a inflamacién

perakizumab IL17A varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritis

placulumab TNF humano varios trastornos inmunitarios y canceres

sarilumab IL6 varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritis reumatoide, espondilitis anquilosante

siltuximab IL-6 varios canceres y trastornos inmunitarios,

sirukumab IL-6 varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritis reumatoide

tabalumab BAFF canceres de células B

ticilimumab o tremelimumab CTLA-4 varios canceres

tildrakizumab IL23 trastornos inflamatorios mediados
inmunololégicamente

tnx-650 IL-13 varios canceres y trastornos inmunitarios, tales

como canceres de células B

tocilizumab o atlizumab

receptor de IL-6

varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como artritis reumatoide

ustekinumab

IL-12, IL-23

varios canceres y trastornos inmunitarios, tales
como esclerosis mudltiple, psoriasis, artritis
psoriatica

Varios factores de crecimiento:
VEGF, EGF1, EGF2, FGF

VEGFR, EGFR, FGFR

varios canceres, tales como cancer de mama y
cancer de colon, y para inhibir la vascularizacion

Varioas citoquinas: IL-2, IL-6, IL-23, | IL-2R, IL-6R, IL23R, | varios trastornos inmunitarios y canceres
CCL2, BAFFs, TNFs, RANKL CD80/CD86,
TNFRSF13/T
NFRSF17, TNFR
Anticuerpos ampliamente | Antigeno de la | infecciones virales (véase, por ejemplo,
neutralizantes identificados de | superficie de la gripe | Prabakaran P et al., Front Microbiol 3: 277
muestras de pacientes (por ejemplo, | (2012))
hemaglutininas y
proteina de matriz 2)
Anticuerpos ampliamente | Antigenos de la | infecciones virales (véase, por ejemplo,
neutralizantes identificados de | superficie de | Prabakaran P et al.,, Front Microbiol 3: 277
muestras de pacientes coronavirus (2012))
Varios anticuerpos Antigenos de la | infecciones virales (véase, por ejemplo, Olinger G
superficie de filovirus | et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A. 109: 18030-5
(por ejemplo VP35, | (2012); Pettitt J et al., Sci Transl Med 5: 199ral113

VP40 y glicoproteina)

(2013); Stahelin R, Expert Opin Ther Targets 18:
115-20 (2014); Becquart P et al., PLoS One 9:
€96360 (2014); Stahelin R, Fron Microbiol 5: 300
(2014); Tran E et al., J Virol 88: 10958-62 (2014);
Murin C et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A. 111:
17182-7 (2014))

Anticuerpos ampliamente | Antigenos de la | infecciones virales (véase, por ejemplo,
neutralizantes identificados de | superficie de | Prabakaran P et al., Front Microbiol 3: 277
muestras de pacientes henipavirus (2012))

88




ES2 717751713

Varios anticuerpos que incluyen | Antigenos de la | infecciones virales (véase, por ejemplo, Kitidee K
anticuerpos ampliamente | superficie de VIH (por | et al., BMC Biotechnol 10: 80 (2010); Yu L, Guan
neutralizantes y scFv ejemplo, protéina de | Y, Front Immunol 5: 250 (2014))

matriz Map 17)

La presente invencién es tal como se describe en las reivindicaciones. Aunque algunas realizaciones de la presente
invencion se han descrito a modo de ilustracion, sera evidente que la invencién puede ser puesta en practica con
muchas modificaciones, variaciones y adaptaciones, y con el uso de numerosos equivalentes o soluciones
alternativas que estan dentro del alcance de las personas expertas en la técnica, sin exceder el alcance de las
reivindicaciones.

Listado de secuencias

NUmero 1D Descripcion del texto Secuencia biolégica
SEQID NO: 1 Subunidad A de la toxina semejante | KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAT
a Shiga 1 (SLT-1A) GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD

NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI

VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS

YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG

RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINATLGSVALILNCHHHASRVA

RMASDEFPSMCPADGRVRGITH

NKILWDSSTLGAILMRRTISS

SEQ ID NO: 2 Subunidad A de la toxina Shiga KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASRVA
RMASDEFPSMCPADGRVRGITH

NKILWDSSTLGAILMRRTISS
SEQ ID NO: 3 Subqnidad A de la toxina semejante DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
a Shiga 2 (SLT-2A) STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG

NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILNCHSTGSYSVRSVSQK
QKTECQIVGDRAAIKVNNVLWE
ANTIAALLNRKPQDLTEPNQ
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SEQ ID NO: 4

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 1

NLYVTGFVNRTNNVFYRFADFS

HVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLQR
VAGISRTGMQINRHSLTTSYLDL
MSHSGTSLTQSVARAMLREFVTV
TAEALRFRQIQRGFRTTLDDLSG

RSYVMTAEDVDLTLNWGRLSSV
LPDYHGQDSVRVGRISFGSINAIL
GSVALILNCHHHASRVAA

SEQIDNO:5

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 2

NLYVAGFINTETNIFYRFSDFSHI
SVPDVITVSMTTDSSYSSLQRIA
DLERTGMQIGRHSLVGSYLDLM
EFRGRSMTRASSRAMLRFVTVIA
EALRFRQIQRGFRPALSEASPLY
TMTAQDVDLTLNWGRISNVLPE
YRGEEGVRIGRISFNSLSAILGSV
AVILNCHSTGSYSVA

SEQ ID NO: 6

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 3

NLYVTGFVNRTNNVFEYRFADFS
HVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLQR
VAGISRTGMQINRHSLTTSYLDL
MSHSGTSLTQSVARAMLRFVTV
TAEALRFRQIQRGFRTTLDDLSG
RSYVMTAEDVDLTLNWGRLSSV
LPDYHGQDSVRVGRISFGSINAIL
GSVALILNCHHHASAVAR

SEQ ID NO: 7

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 4

NLYVAGFINTETNIFYRFSDFSHI
SVPDVITVSMTTDSSYSSLQRIA
DLERTGMQIGRHSLVGSYLDLM
EFRGRSMTRASSRAMLRFVTVIA
EALRFRQIQRGFRPALSEASPLY
TMTAQDVDLTLNWGRISNVLPE
YRGEEGVRIGRISFNSLSAILGSV
AVILNCHSTGSASVR

SEQ ID NO: 8

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 5

NLYVTGFVNRTNNVFYRFADFS
HVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLQR
VAGISRTGMQINRHSLTTSYLDL
MSHSGTSLTQSVARAMLRFVTV
TAEALRFRQIQRGFRTTLDDLSG
RSYVMTAEDVDLTLNWGRLSSV
LPDYHGQDSVRVGRISFGSINAIL
GSVALILNCHHHASAVAA

SEQ ID NO: 9

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 6

NLYVAGFINTETNIFYRFSDFSHI
SVPDVITVSMTTDSSYSSLQRIA
DLERTGMQIGRHSLVGSYLDLM
EFRGRSMTRASSRAMLRFVTVIA
EALRFRQIQRGFRPALSEASPLY
TMTAQDVDLTLNWGRISNVLPE
YRGEEGVRIGRISFNSLSAILGSV
AVILNCHSTGSASVA
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SEQ ID NO: 10

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 7

NLYVTGFVNRTNNVFYRFADFS
HVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLQR
VAGISRTGMQINRHSLTTSYLDL
MSHSGTSLTQSVARAMLRFVTV
TAEALRFRQIQRGFRTTLDDLSG
RSYVMTAEDVDLTLNWGRLSSV
LPDYHGQDSVRVGRISFGSINAIL

GSVALILNCHHHASRVAAMASD
EFPSMC

SEQ ID NO: 11

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 8

NLYVAGFINTETNIFYRFSDFSHI
SVPDVITVSMTTDSSYSSLQRIA
DLERTGMQIGRHSLVGSYLDLM
EFRGRSMTRASSRAMLRFVTVIA
EALRFRQIQRGFRPALSEASPLY
TMTAQDVDLTLNWGRISNVLPE
YRGEEGVRIGRISFNSLSAILGSV
AVILNCHSTGSYSVASVSQKQKT
EC

SEQ ID NO: 12

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 9

NLYVTGFVNRTNNVFYRFADFS
HVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLQR
VAGISRTGMQINRHSLTTSYLDL
MSHSGTSLTQSVARAMLRFVTV
TAEALRFRQIQRGFRTTLDDLSG
RSYVMTAEDVDLTLNWGRLSSV
LPDYHGQDSVRVGRISFGSINAIL
GSVALILNCHHHASAVARMASD
EFPSMC

SEQ ID NO: 13

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 10

NLYVAGFINTETNIFYRFSDFSHI
SVPDVITVSMTTDSSYSSLQRIA
DLERTGMQIGRHSLVGSYLDLM
EFRGRSMTRASSRAMLRFVTVIA
EALRFRQIQRGFRPALSEASPLY
TMTAQDVDLTLNWGRISNVLPE
YRGEEGVRIGRISFNSLSAILGSYV
AVILNCHSTGSASVRSVSQKQKT
EC

SEQ ID NO: 14

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 11

NLYVTGFVNRTNNVFYRFADFS
HVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLQR
VAGISRTGMQINRHSLTTSYLDL
MSHSGTSLTQSVARAMLREVTV
TAEALRFRQIQRGFRTTLDDLSG
RSYVMTAEDVDLTLNWGRLSSV
LPDYHGQDSVRVGRISFGSINAIL
GSVALILNCHHHASAVAAMASD
EFPSMC

SEQ ID NO: 15

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 12

NLYVAGFINTETNIFYRFSDFSHI
SVPDVITVSMTTDSSYSSLQRIA
DLERTGMQIGRHSLVGSYLDLM
EFRGRSMTRASSRAMLRFVTVIA
EALRFRQIQRGFRPALSEASPLY
TMTAQDVDLTLNWGRISNVLPE
YRGEEGVRIGRISFNSLSAILGSV
AVILNCHSTGSASVASVSQKQKT
EC
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SEQ ID NO: 16

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 13

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD

NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF

ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASRVA
A

SEQ ID NO: 17

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 14

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASRVA
A

SEQ ID NO: 18

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 15

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILNCHSTGSYSVR

SEQ ID NO: 19

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 16

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGOQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASAVA
R
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SEQ ID NO: 20

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 17

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS

YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG

RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASAVA
R

SEQ ID NO: 21

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 18

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHILRILI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILNCHSTGSASVA

SEQ ID NO: 22

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 19

KEFTLDFSTAKTY VDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASAVA
A

SEQ ID NO: 23

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 20

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSYARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINATLGSVALILNCHHHASAVA
A
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SEQ ID NO: 24

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 21

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV

LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILNCHSTGSASVA

SEQ ID NO: 25

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 22

KEFTLDFSTAKTY VDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINATLGSVALILNCHHHASRVA
AMASDEFPSMC

SEQ ID NO: 26

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 23

KEFTLDFSTAKTY VDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFY RF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSY VMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINATLGSVALILNCHHHASRVA
AMASDEFPSMC

SEQ ID NO: 27

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 24

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLY VAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILNCHSTGSYSVASVSQK
QKTEC
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SEQ ID NO: 28

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 25

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGREFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLOQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASAVA
RMASDEFPSMC

SEQ ID NO: 29

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 26

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHOVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASAVA
RMASDEFPSMC

SEQ ID NO: 30

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 27

DEFTVDFSSQKSY VDSLNSIRSAT
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI

MERNNLYVAGFINTETNIEYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNVY
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL

GSVAVILNCHSTGSASVRSVSQK
QKTEC

SEQ ID NO: 31

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 28

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAT
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINATLGSVALILNCHHHASAVA
AMASDEFPSMC
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SEQ ID NO: 32

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 29

KEFTLDESTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSY VMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASAVA
AMASDEFPSMC

SEQ ID NO: 33

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 30

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG

NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILNCHSTGSASVASVSQK
QKTEC

SEQ ID NO: 34

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 31

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASMAS
DEFPSMC

SEQ ID NO: 35

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 32

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHASMAS
DEFPSMC
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SEQ ID NO: 36

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 33

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLLI

MERNNLY VAGFINTETNIFYRFS

DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFY
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL

GSVAVILNCHSTGSSVSQKQKTE
C

SEQ ID NO: 37

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 34

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF

ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMOQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHAS

SEQ ID NO: 38

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 35

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLORVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCHHHAS

SEQ ID NO: 39

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 36

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILNCHSTGS
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SEQ ID NO: 40

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 37

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVIVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNCH

SEQ ID NO: 41

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 38

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAT
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG

SINAILGSVALILNCH

SEQ ID NO: 42

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 39

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAT
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILNCH

SEQ ID NO: 43

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 40

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVIVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILN
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SEQ ID NO: 44

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 41

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILN

SEQ ID NO: 45

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 42

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVILN

SEQ ID NO: 46

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 43

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT

TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALIL

SEQ ID NO: 47

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 44

KEFTLDESTAKTYVDSLNVIRSAI
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGTGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALIL
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SEQ ID NO: 48

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 45

DEFTVDFSSQKSYVDSLNSIRSAI
STPLGNISQGGVSVSVINHVLGG
NYISLNVRGLDPYSERFNHLRLI
MERNNLYVAGFINTETNIFYRFS
DFSHISVPDVITVSMTTDSSYSSL
QRIADLERTGMQIGRHSLVGSYL
DLMEFRGRSMTRASSRAMLRFV
TVIAEALRFRQIQRGFRPALSEAS
PLYTMTAQDVDLTLNWGRISNV
LPEYRGEEGVRIGRISFNSLSAIL
GSVAVIL

SEQ ID NO: 49

Polipéptido efector de la toxina
Shiga resistente a la escision por
proteasa SLT-1A-FR, variante 46

KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAIT
GTPLQTISSGGTSLLMIDSGSGD
NLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLI
VERNNLYVTGFVNRTNNVFYRF
ADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYT
TLQRVAGISRTGMQINRHSLTTS
YLDLMSHSGTSLTQSVARAMLR
FVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLD
DLSGRSYVMTAEDVDLTLNWG
RLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFG
SINAILGSVALILNPADGRVRGIT
HNKILWDSSTLGAILMRRTISS

SEQ ID NO: 50

Molécula  dirigida a  células
citotoxica: aCD20::SLT-1A-FR,
variante 1

MKEFTLDFSTAKTY VDSLNVIRS
AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
RFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPMQVQL
QQPGAELVKPGASVKMSCKTSG
YTFTSYNVHWVKQTPGQGLEWI
GAIYPGNGDTSFNQKFKGKATL
TADKSSSTVYMQLSSLTSEDSAV
YYCARSNYYGSSYVWFFDVWG
AGTTVTVSSGSTSGSGKPGSGEG
SQIVLSQSPTILSASPGEKVTMTC
RASSSVSYMDWY QQKPGSSPKP
WIYATSNLASGVPARFSGSGSGT
SYSLTISRVEAEDAATYYCQQWI
SNPPTFGAGTKLELK
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SEQ ID NO: 51

Molécula
citotoxica:
variante 2

dirigida a  células
aCD20::SLT-1A-FR,

MKEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRS
AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
RFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAGGGGSGGMQVQLVQSGAEL
VKPGASVKMSCKASGYTFTSYN
MHWVKQTPGQGLEWIGAIYPG
NGDTSYNQKFKGKATLTADKSS
STAYMQLSSLTSEDSAVYYCAR
AQLRPNYWYFDVWGAGTTVTV
SSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSDIVLSQSPAILSASPGEK
VTMTCRASSSVSYMHWY QQKP
GSSPKPWIYATSNLASGVPARFS
GSGSGTSYSLTISRVEAEDAATY
YCQQWISNPPTFGAGTKLELK

SEQ ID NO: 52

Molécula
citotoxica:
variante 3

dirigida a  células
aCD20::SLT-1A-FR,

MKEFTLDFSTAKTY VDSLNVIRS
AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
RFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPMQVQL
QQPGAELVKPGASVKMSCKASG
YTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWI

GATYPGNGDTSYNQKFKGKATL
TADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAV
YYCARSTYYGGDWYFNVWGA
GTTVTVSAGSTSGSGKPGSGEGS
TKGQIVLSQSPAILSASPGEKVT
MTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSP
KPWIYATSNLASGVPVRFSGSGS
GTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQ
WTSNPPTFGGGTKLEIK
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SEQ ID NO: 53 Molé}cula dirigida a  células MKEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRS
chooxce:  ACDROSSLTHATR | AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG

DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
RFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPGILGFV
FTLMQVQLQQPGAELVKPGASV
KMSCKTSGYTFTSYNVHWVKQ
TPGQGLEWIGAIYPGNGDTSFNQ
KFKGKATLTADKSSSTVYMQLS
SLTSEDSAVYYCARSNYYGSSY
VWFFDVWGAGTTVTVSSGSTSG
SGKPGSGEGSQIVLSQSPTILSAS
PGEKVTMTCRASSSVSYMDWY
QQKPGSSPKPWIYATSNLASGVP
ARFSGSGSGTSYSLTISRVEAED
AATYYCQQWISNPPTFGAGTKL
ELK

citotoxica: HER2-VHH::SLT-1A-FR AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
RFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAHHSEDPSSKAPKAPEVQLVES
GGGLVQAGGSLRLSCAASGITFS
INTMGWYRQAPGKQRELVALIS
SIGDTYYADSVKGRFTISRDNAK
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCK
RFRTAAQGTDYWGQGTQVTVS

S
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SEQ ID NO: 55

Molécula  dirigida a  células
citotéxica: 0aCD20-FN3::StxA-
FR::KDEL

MKEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRS
AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGTG
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVEFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLORVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
REFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAYV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPASVSD
VPRDLEVVAATPTSLLISWCRQR
CADSYRITYGETGGNSPVQEFTV
PGSWKTATISGLKPGVDYTITVY
VVTHYYGWDRYSHPISINYRTG
SKDEL

SEQ ID NO: 56

Molécula  dirigida a  células
citotoxica: IL2::SLT-1A-FR::KDEL,
variante 1

MKEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRS
AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
RFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPAPTSSS
TKKTQLQLEHLLLDLQMILNGIN
NYKNPKLTRMLTFKFYMPKKAT
ELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQ
SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFLNRW
ITFCQSIISTLTKDEL
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SEQ ID NO: 57 Molécula  dirigida a células | MKEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRS
gnowoxca:  ACDIBSLTAATR. | AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG

DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
REVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPDIELTQ
SPSSFSVSLGDRVTITCKASEDIY
NRLAWYQQKPGNAPRLLISGAT

SLETGVPSRFSGSGSGKDYTLSIT
SLQTEDVATYYCQQYWSTPTFG
GGTKLEIKGSTSGSGKPGSGEGS
KVQLQESGPSLVQPSQRLSITCT
VSGFSLISYGVHWVRQSPGKGL
EWLGVIWRGGSTDYNAAFMSR
LSITKDNSKSQVFFKMNSLQAD
DTAIYFCAKTLITTGYAMDYWG

QGTTVTVSS
SEQ ID NO: 58 Molécula  dirigida a  células TYV
citotoxica: SLT-1A-FR::aHER2scFv, MKEFTLDFSTAK DSLNVIRS
variante 1 AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG

DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLR]
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY!
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
REVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISH
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPDIQMT
QSPSSLSASVGDRVTITCRASQD
VNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYS
ASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTL]
ISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPT
FGQGTKVEIKRTGSTSGSGKPGS
GEGSEVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCAASGFNIKDTYIHW VRQAI
GKGLEWVARIYPTNGYTRYADS
VKGRFTISADTSKNTAYLQMNS
LRAEDTAVYYCSRWGGDGFYA
MDVWGQGTLVTVSS
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SEQ ID NO: 59

Molécula  dirigida a  células
citotéxica: SLT-1A-FR::aCD19scFv,
variante 1

MKEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRS
AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
[VERNNLYVTGFVNRTNNVEYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
REVTVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPDIVMT
QAAPSIPVTPGESVSISCRSSKSL
LNSNGNTYLYWFLQRPGQSPQL
LIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGT
AFTLRISRVEAEDVGVYYCMQH
LEYPFTFGAGTKLELKGSTSGSG
KPGSGEGSEVQLQQSGPELIKPG

ASVKMSCKASGYTFTSYVMHW
VKQKPGQGLEWIGYINPYNDGT
KYNEKFKGKATLTSDKSSSTAY
MELSSLTSEDSAVYYCARGTYY
YGSRVFDYWGQGTTLTVSS
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SEQ ID NO: 60

Molécula  dirigida a  células
citotéxica: SLT-1A-FR::aCd74scFv,
variante 1

MKEFTLDFSTAKTY VDSLNVI
AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGS
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFY
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDS}
TTLQRVAGISRTGMQINRHSL]
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAN
RFVTVTAEALRFRQIQRGFRT]
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLN
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRI
GSINAILGSVALILNCHHHASA
AAEFPKPSTPPGSSGGAPDIQL
SPLSLPVTLGQPASISCRSSQSI
HRNGNTYLHWFQQRPGQSPR|
1YTVSNRFSGVPDRFSGSGSGT
FTLKISRVEAEDVGVYFCSQSS
VPPTFGAGTRLEIKGSTSGSGK
GSGEGSTKGQVQLQQSGSELK
PGASVKVSCKASGYTFTNYGY
WIKQAPGQGLQWMGWINPNT
EPTFDDDFKGRFAFSLDTSVS]]
YLQISSLKADDTAVYFCSRSR(
NEAWFAYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 61

Molécula  dirigida a  células
citotéxica: SLT-1A-FR:: region de
union a HER2

MKEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRS
AIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGSG
DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRL
IVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR
FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSY
TTLQRVAGISRTGMQINRHSLTT
SYLDLMSHSGTSLTQSVARAML
REFVIVTAEALRFRQIQRGFRTTL
DDLSGRSYVMTAEDVDLTLNW
GRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISF
GSINAILGSVALILNCHHHASAYV
AAEFPKPSTPPGSSGGAPRGSHH
HHHHGSDLGKKLLEAARAGQD
DEVRILMANGADVNAKDEYGL
TPLYLATAHGHLEIVEVLLKNG
ADVNAVDAIGFTPLHLAAFIGHL
EIAEVLLKHGADVNAQDKFGKT
AFDISIGNGNEDLAEILQKLN
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REIVINDICACIONES

1. Molécula dirigida a células citotoxica, que comprende:

i) una regién de unién heteréloga capaz de unirse especificamente a una biomolécula diana extracelular,

i) un polipéptido efector de la toxina Shiga que comprende

(a) una region del fragmento Al de la toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal y

(b) un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la regién del fragmento Al, y

iii) un resto molecular que tiene una masa de al menos 1,5 kDa y esta asociado con el extremo carboxi terminal del
polipéptido efector de la toxina Shiga;

en la que la molécula dirigida a células citotoxica no comprende un sitio de escisién por furina compensatorio
localizado carboxi terminal del polipéptido efector de la toxina Shiga;

y en la que la molécula dirigida a células citotoxica es capaz de exhibir citotoxicidad equivalente a la citotoxicidad de
una segunda molécula dirigida a células que consiste en la molécula dirigida a células citotdxica, excepto por el
polipéptido efector de la toxina Shiga consiste en un polipéptido Al de la toxina Shiga de tipo salvaje.

2. Molécula dirigida a células citotoxica, segun la reivindicacion 1,

en la que el resto molecular tiene una masa de al menos 4,5 kDa, 6 kDa, 9 kDa, 12 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 28
kDa, 30 kDa , 41 kDa, o0 50 kDa;

en la que el resto molecular comprende la regién de unién; y/o

en la que el resto molecular comprende al menos un residuo de aminoacido y el polipéptido efector de la toxina
Shiga esta fusionado con al menos un residuo de aminoacido del resto molecular.

3. Molécula dirigida a células citotéxica, segun la reivindicacién 1 o la reivindicaciéon 2, en la que el motivo de
escisién por furina alterado comprende una 0 mas mutaciones con respecto a una subunidad A de la toxina Shiga de
tipo salvaje, alterando la mutacion al menos un residuo de aminoacido en la region localizada originalmente en 248-
251 de la subunidad A de toxina semejante a Shiga 1 (SEQ ID NO: 1) o la toxina Shiga (SEQ ID NO: 2) o en 247-250
de la subunidad A de la toxina semejante a Shiga 2 (SEQ ID NO: 3).

4. Molécula dirigida a células citotoxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el motivo de escision
por furina alterado comprende una sustitucion de residuo de aminoacido con respecto a una subunidad A de toxina
Shiga de tipo salvaje, de al menos un residuo de aminoacido en el motivo de escisién por furina y/o opcionalmente
en un sitio minimo de escision por furina;

opcionalmente en la que al menos una de las sustituciones es de un residuo de arginina por un residuo de
aminoacido cargado no positivamente, opcionalmente seleccionado del grupo que consiste en: alanina, glicina,
prolina, serina, treonina, aspartato, asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina,
fenilalanina, triptéfano y tirosina.

5. Molécula dirigida a células citotoxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la region de union
comprende un polipéptido que comprende una region de union de tipo inmunoglobulina;

opcionalmente en la que la regién de unién de tipo inmunoglobulina comprende un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en: fragmento de anticuerpo de un solo dominio, fragmento variable de cadena Unica, fragmento
de anticuerpo variable, fragmento de una region determinante de complementariedad 3, polipéptido FR3-CDR3-FR4
restringido, fragmento Fd, fragmento de unién a antigeno, 10° dominio de tipo Il de fibronectina derivado de
fibronectina, dominio de tipo Il de tenascina, dominio del motivo de repeticion de anquirina, dominio A derivado de
receptor de lipoproteina de baja densidad, lipocalina, dominio Kunitz, dominio Z derivado de Proteina A, dominio
derivado de gamma B cristalina, dominio derivado de ubiquitina, polipéptido derivado de Sac7d, dominio SH2
derivado de Fyn, miniproteina, andamio estructural de dominio del tipo lectina de tipo C, mimético de anticuerpo
disefiado y cualquier homélogo manipulado genéticamente de cualquiera de los anteriores que retienen la
funcionalidad de unién.

6. Molécula dirigida a células citotéxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la regién de unién es
capaz de unirse a una biomolécula diana extracelular seleccionada del grupo que consiste en: CD20, CD22, CD40,
CD79, CD25, CD30, HER2/neu/ErbB2, EGFR, EpCAM, EphB2, antigeno de membrana especifico de la préstata,
Cripto, endoglina, proteina activada por fibroblastos, Lewis-Y, CD19, CD21, CS1/SLAMF7, CD33, CD52, CD133,
EpCAM, CEA, gpA33, mucina, TAG-72, anhidrasa carbonica IX, proteina de unién a folato, gangliésido GD2,
gangliésido GD3, gangliésido GM2, gangliésido Lewis-Y2, VEGFR, Alfa Vbeta3, AlfaSbetal, ErbB1/EGFR, Erb3, c-
MET, IGF1R, EphA3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, RANKL, FAP, tenascina, CD64, mesotelina, BRCA1, MART-1/MelanA,
gpl00, tirosinasa, proteina relacionada con la tirosinada humana 1, proteina relacionada con la tirosinada humana 2,
MAGE-1, MAGE-3, GAGE-1/2, BAGE, RAGE, NY-ESO-1, CDK-4, beta-catenina, MUM-1, caspasa-8, KIAA0205,
HPVES6, SART-1, PRAME, antigeno carcinoembrionario, antigeno especifico de préstata, antigeno de células madre
de prostata, aspartil (asparaginil) beta-hidroxilasa humana, EphA2, HER3/ErbB-3, MUC1, MART-1/MelanA, gp100,
antigeno asociado a tirosinasa, HPV-E7, antigeno del virus de Epstein-Barr, Bcr-Abl, antigeno de alfa-fetoproteina,
17-Al, antigeno de tumor de vejiga, CD38, CD15, CD23, CD53, CD88, CD129, CD183, CD191, CD193, CD244,
CD294, CD305, C3AR, FceRla, galectina-9, mrp-14, Siglec-8, Siglec-10, CD49d, CD13, CD44, CD54, CD63, CD69,
CD123, CD193, TLR4, FceRla, IgE, CD107a, CD203c, CD14, CD68, CD80, CD86, CD105, CD115, F4/80, ILT-3,
galectina-3, CD11a-c, GITRL, MHC Clase Il, CD284-TLR4, CD107-Mac3, CD195-CCR5, HLA-DR, CD16/32, CD282-
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TLR2, CD11c, y cualquier fragmento inmunogénico de cualquiera de los anteriores.

7. Molécula dirigida a células citotéxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que tras la administracion
de la molécula dirigida a células citotdxica a una primera poblacion de células cuyos miembros estan acoplados
fisicamente a dicha biomolécula diana extracelular y a una segunda poblacion de células cuyos miembros no estan
acoplados fisicamente a dicha biomolécula diana extracelular, el efecto citotoxico de la molécula dirigida a células
citotéxica a los miembros de dicha primera poblacién de células con respecto a los miembros de dicha segunda
poblacién de células es al menos 3 veces mayor .

8. Molécula dirigida a células citotdxica, segun con la reivindicacion 7, en la que dicha primera poblacion de células
esta acoplada fisicamente con dicha biomolécula diana extracelular por medio de interacciones intermoleculares
covalentes y/o no covalentes que acoplan la biomolécula diana extracelular, o una parte de la misma, al exterior de
una célula; o en la que dicha biomolécula diana extracelular es una proteina integral de membrana o proteina de
membrana periférica expresadas por la célula o la primera poblacion de células.

9. Molécula dirigida a células citotdxica, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el polipéptido efector
de la toxina Shiga comprende o consiste en la secuencia de polipéptidos que se muestra en una cualquiera de las
SEQ ID NOs: 4-49.

10. Molécula dirigida a células citotoxica, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que la molécula dirigida
a células citotoxica es capaz de exhibir una tolerancia in vivo mejorada en comparacién con la segunda molécula
dirigida a células.

11. Molécula dirigida a células citotoxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en la que el resto molecular
es citotoxico.

12. Molécula dirigida a células citotdxica, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende 0 consiste
en la secuencia de polipéptidos que se muestra en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 50-61.

13. Molécula dirigida a células citotoxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, unida a un material exdgeno
adicional seleccionado de uno cualquiera de: péptido, proteina, agente citotdxico, agente promotor de la deteccion,
agente quimioterapéutico de molécula pequefia y polinucleétido.

14. Molécula dirigida a células citotdxica, segun la reivindicacion 13, en la que el material exdgeno adicional es un
péptido o proteina que comprende un antigeno.

15. Molécula dirigida a células citotdxica, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-14, que comprende ademas un
motivo sefial de retencion/recuperacion del reticulo endoplasmico carboxi terminal de un miembro de la familia
KDEL.

16. Polinucledtido que codifica una molécula dirigida a células citotoxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
15, o un complemento del mismo.

17. Composicién farmacéutica que comprende una molécula dirigida a células citotoxica, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-15, y al menos un excipiente, vehiculo o portador farmacéuticamente aceptable;

opcionalmente en la que la composicion comprende:

(i) un disolvente, tal como agua, alcohol (por ejemplo etanol), poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol o
polietilenglicol), &cido acético o acido lactico;

(i) un diluyente, tal como agua, solucién salina o poliol (por ejemplo, polietilenglicol, glicerina o propilenglicol);

(iii) un medio de dispersion, tal como agua, alcohol (por ejemplo etanol), o poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol o
polietilenglicol);

(iv) un recubrimiento, tal como lecitina;

(v) un agente isotdnico, tal como azucar, polialcohol (por ejemplo, manitol), sorbitol, cloruro de sodio o inyeccion de
Ringer;

(vi) un agente retardante de la adsorcion, tal como una sal de monoestearato (por ejemplo, monoestearato de
aluminio) o gelatina;

(vii) un portador acuoso o un portador no acuoso, tal como agua, etanol, poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol o
polietilenglicol), aceite vegetal o éster organico (por ejemplo, oleato de etilo);

(viii) un tampon, tal como un tampodn de acetato, un tampén de citrato o un tampon de fosfato;

(ix) un agente de ajuste de la tonicidad, tal como cloruro de sodio o dextrosa;

(x) un adyuvante, tal como un conservante, un agente humectante, un agente emulsionante o un agente
dispersante;

(xi) un agente antibacteriano o un agente antifingico, tal como alcohol bencilico, parabenos (por ejemplo, metil
parabeno), clorobutanol o acido fenol sérbico;

(xii) un tensioactivo;

(xiii) un antioxidante, tal como acido ascérbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio,

108



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2 717751713

sulfito de sodio, palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, lecitina, galato de propilo o
alfa-tocoferol;

(xiv) un agente quelante, tal como &cido citrico, sorbitol, &cido tartarico, éacido fosférico o acido
etilendiaminotetraacético; o

(xv) un estabilizador.

18. Composicién de diagndstico, que comprende:
un molécula dirigida a células citotéxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15; y
un agente promotor de la deteccion.

19. Molécula dirigida a células citotdxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, una composicion
farmacéutica, segun la reivindicacion 17, o una composicion de diagndstico, segun la reivindicaciéon 18, que se
inmoviliza sobre un sustrato sélido.

20. Kit que comprende:

un molécula dirigida a células citotdxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15;

un polinucledtido, segun la reivindicacién 16;

una composicion farmacéutica, segun la reivindicacion 17;

una composicion de diagnoéstico, segun la reivindicacion 18; o

un molécula dirigida a células citotoxica, composicién farmacéutica o composicion de diagnéstico, segin la
reivindicacion 19;

y un reactivo o dispositivo de liberacion farmacéutica adicionales.

21. Procedimiento in vitro para eliminar una célula, comprendiendo el procedimiento la etapa de poner en contacto la
célula con una molécula dirigida a células citotéxica, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-15, o una
composicion farmacéutica, segun la reivindicacién 17.

22. Molécula dirigida a células citotdxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, o una composicion
farmacéutica, segun la reivindicacion 17, para usar como un medicamento.

22. Molécula dirigida a células citotdxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, o una composicion
farmacéutica, segun la reivindicacion 17, para usar en el tratamiento o la prevencién del cancer, un tumor, un
trastorno inmunitario o una infeccion microbiana;

opcionalmente en la que el cancer se selecciona de entre el grupo que consiste en: cancer de hueso, cancer de
mama, cancer del sistema nervioso central/periférico, cancer gastrointestinal, cancer de células germinales, cancer
glandular, cancer de cabeza-cuello, cAncer hematolégico, cancer del tracto renal-urinario, cancer de higado, cancer
de pulmon/pleura, cancer de préstata, sarcoma, cancer de piel y cancer de Utero; o en la que el trastorno inmunitario
se asocia con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en: amiloidosis, espondilitis anquilosante, asma,
enfermedad de Crohn, diabetes, rechazo de injerto, enfermedad de injerto contra huésped, tiroiditis de Hashimoto,
sindrome urémico hemolitico, enfermedad relacionada con el VIH, lupus eritematoso, esclerosis mdltiple, poliarteritis
nodosa, poliartritis, psoriasis, artritis psoridsica, artritis reumatoide, esclerodermia, choque séptico, sindrome de
Sjogren, colitis ulcerosa y vasculitis.

24. Uso de una molécula dirigida a células citotéxica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, composicion

farmacéutica, segun la reivindicaciéon 17, o composicion de diagnéstico, segun la reivindicacion 18, en el diagnéstico,
pronéstico o caracterizacion in vitro de una enfermedad, trastorno o afeccion.
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Figura 1. Dibujo esquematico de la arquitectura general de polipéptidos efectores de
la subunidad A de la toxina Shiga de ejemplo y moléculas dirigidas a células de la

presente invencién
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Figura 2. La molécula dirigida a célula SLT-1A-FR::scFv-1 de ejemplo
mostro resistencia a la proteolisis por furina en comparacion con SLT-
1A-WT::scFv-1
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{ = escalera de peso molecular

1. SLTIAWT SCFv1: 4°C, 25 horas, sin furina

2. SLTIAWT schvl 30°C, 25 horas, sin furina

3. SLTVIAWT sckvll 30°C, 25 noras, 0,5 Ulug furina
4 SLTVIAFR sk 4°C, 25 noras, sin furina

5 SUT-IAFRzschv 3076, 25 noras, sin furina

8 SLTVIAFRR sckvl 3{}*{; 25 horas, 0,5 Ulug furina
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Figura 3. La molécula dirigida a células SLT-1A-FR::scFv-2 mostro
resistencia a la protedlisis por furina a varias temperaturas
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o SLTVIAFR sekvg: 307, 30horas, 0,5 Ulug furina
o SLTVIAFR sck2: 377, 30 horas, sin furina

o SUTTARREsekvg: 3770, 30horas, 0,5 Ulug furina
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Figura 4. Citotoxicidad especifica de SLT-1A-FR::scFv-1 y SLT-1A-WT:scFv-1
a células positivas diana

125 -

o o SLT AT soB-
TR
B < 100+ e SUTIAFRT 5081
T C
T3 75 i SLT-TAMAT
8 0
S ©
Ry |
o 8
o o %
£ o 5.
o ® %
5 1
8% d — ey

4 32 ) 2 4

Concentracion de proteina {iL.og., NV

Figura 5. Falta de citotoxicidad especifica de SLT-1A-FR::scFv-1y SLT-
1A-WT::scFv-1 a células negativas diana
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Figura 6. Mejora de la tolerabilidad in vivo de SLT-A1-FR::scFv-1 en comparacién con
SLT-A1-WT::scFv-1. La SLT-A1-FR::scFv-1 resistente a la escision por proteasa se toero
mejor que la SLT-A1-WT::scFv-1 sensible a la escision por proteasa a dosis de 2,5 mg por
kg por inyeccion para tres inyecciones
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Figura 7. SLT-A1-FR::scFv-2 inhibié el crecimiento de células tumorales humanas
in vivo en un modelo de xenoinjerto murino para cancer humano
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