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DESCRIPCION

Moléculas de reconocimiento de células que comprenden efectores de la subunidad A de la toxina Shiga
desinmunizados y epitopos de células T CD8+

CAMPO TECNICO

[0001] La presente invencion se refiere a una molécula de reconocimiento de células tal como se define en las
reivindicaciones que comprende (1) una regién de unién para el reconocimiento de células tal como se define en las
reivindicaciones, (2) un polipéptido efector de subunidad A de Shiga para suministro subcelular tal como se define en
las reivindicaciones y (3) uno o mas epitopos de células T CD8+ que son heterdlogos para el polipéptido efector de
subunidad A de Shiga tal como se define en las reivindicaciones. El componente de polipéptido efector de toxina Shiga
de molécula de reconocimiento celular de la presente invencidon comprende una combinacién de mutaciones en
relacién con una secuencia de toxina Shiga de tipo salvaje que proporciona (1) desinmunizacioén, (2) una reduccion de
sensibilidad a la proteasa furina y (3) un epitopo(s) de células T, incluido(s); en donde el polipéptido efector de toxina
Shiga puede retener una o mas funciones de toxina Shiga, tales como, por ejemplo, estimulacién de internalizacién
celular, direccionamiento de enrutamiento intracelular y/o citotoxicidad potente. La molécula de reconocimiento celular
de la presente invencion puede suministrar epitopo de células T CD8+, heterélogo a la via de presentacién de MHC
de clase | de una célula diana en donde el epitopo de células T CD8+, heterélogo se une, tanto de manera directa
como indirecta, en el extremo carboxi-terminal al extremo carboxi-terminal de una regién del fragmento A1 de toxina
Shiga del polipéptido efector de subunidad A de toxina Shiga. En determinadas realizaciones, la molécula de
reconocimiento celular de la presente invencion es (til para ser administrada a cordatos, tales como, por ejemplo,
cuando se desea (1) reducir o eliminar una(s) determinada(s) respuesta(s) inmune(s) que es(son) el resultado de la
molécula administrada, (2) reducir o eliminar toxicidades no especificas que son el resultado de la molécula
administrada, (3) destruir de manera especifica una célula(s) diana in vivo y/o (4) dirigir una respuesta(s) inmune(s)
beneficiosa(s) a un tipo de célula diana, una masa tumoral que comprende un tipo de células diana y/o un locus de
tejido que comprende un tipo de células diana, tal como a través de estimulacién de acoplamiento intercelular de una
célula(s) T CD8+ del cordato con el tipo de células diana. La molécula de reconocimiento celular de la presente
invencién tiene multiples usos, por ejemplo, en el suministro de un epitopo de células T CD8+ especifico desde una
localizacion extracelular a la via de presentacion de MHC de clase | de una célula diana; el marcaje de superficie
celular de una célula diana con MHC de clase | que mostraba un epitopo de células T CD8+; la destruccion selectiva
de tipos de células especificas en presencia de otras células; la estimulacién de respuestas inmunes beneficiosas in
vivo; la estimulacion de una respuesta(s) de linfocitos T citotdxicos a una célula diana; la represién de una respuesta(s)
inmune perjudicial in vivo; la creacién de células de memoria inmunitarias y el tratamiento de una variedad de
enfermedades, tales como, por ejemplo, canceres, tumores, otras anomalias de crecimiento, trastornos inmunitarios
e infecciones microbianas.

ANTECEDENTES

[0002] A continuacion se incluye la informacién que puede ser Util en el entendimiento de la presente invencién(es)
descrita(s) en el presente documento. No se reconoce que cualquier informacion proporcionada en el presente
documento es la técnica anterior o se refiere a la descrita actualmente o reivindicadas por la presente invencién(es) o
que cualquier publicacién o documento al que se hace referencia de manera especifica o implicita en el presente
documento es la técnica anterior.

[0003] El concepto de utilizacién de la fuerza del sistema inmune para tratar cancer tiene mas de cien afios de edad
(véase, por ejemplo, Wiemann B, Stames C, Pharmacol Ther 64: 529-64 (1994)). Una solicitud anterior del Solicitante
US 2016/177284 describe moléculas de reconocimiento celular que comprenden regiones efectoras de subunidad A
de toxina Shiga proximales de extremos de amino-terminales o extremo amino-terminal; y Noakes et al., FEBS LETT
453: 95-99 (1999) describe el aprovechamiento del transporte retrogrado de toxina 1 similar a shiga para la
administracién de antigenos exégenos en la via de presentacion de MHC de clase I. En otro ejemplo, William Coley
utilizé reacciones de pacientes para desactivar agentes infecciosos para mejorar sus defensas inmunes frente a
canceres. Desencadenando las reacciones inmunes similares a infeccion, el sistema inmune del paciente se estimula
y muestra inmunocontrol mejorado de células cancerigenas, a menudo provocando remisién de enfermedad. Puede
que sea posible mejorar este concepto utilizando terapéuticas dirigidas y limitando o focalizando reacciones inmunes
a areas localizadas, tales como, por ejemplo, a través de la especificidad precisa del sistema inmune adaptable. Las
terapias dirigidas pueden utilizarse para dirigir células cancerigenas y/o locus de tejido cancerigeno en un paciente
para recibir epitopos altamente inmunogénicos, ajenos (por ejemplo, de un agente infeccioso) para activar de manera
local un nimero de respuesta inmunes beneficiosas y para marcar de manera especifica células cancerigenas como
ajenas utilizando epitopos que son mas inmunogénicos que cualquiera ya mostrado por las células cancerigenas en
el paciente. Es mas, induciendo una imitacién de un estado infectado para un gran nimero de células cancerigenas
diana, el sistema inmune del paciente puede convertirse en estimulado de manera sistémica tal como, por ejemplo,
incluyendo un aumento en inmunocontrol global y actividad de células inmunes, pero la especificidad precisa del
sistema inmune puede limitar o enfocar respuestas inmunes a una ubicacion de tejido, tipos de células o incluso un
unico epitopo(s) ajeno determinados. Este enfoque puede activar el sistema inmune de manera general en un modo
sistémico (tal como se muestra con toxinas de Coley, terapias con citocinas, inhibidores de puestos de control
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inmunitarios y vacunas contra el cancer) mientras se enfocan las respuestas inmunes a tejidos y células determinadas
de un modo localizado (tal como se muestra con terapias de células T modificadas con receptores quiméricos de
antigenos (CAR-T) y anticuerpos monoclonales dirigidos a tumores).

[0004] EI sistema de mayor histocompatibilidad (MHC) de clase | juega un papel esencial en el sistema inmune
proporcionando a epitopo una presentacién de antigenos intracelulares (Cellular and Molecular Immunology (Abbas
A, ed., Saunders, 82 edicion, 2014)). Se piensa que este proceso es una parte importante del sistema inmune
adaptable, un sistema que esta implicado en cordatos principalmente en la proteccion contra patégenos intracelulares,
asi como células malignas que expresan antigenos intracelulares, tales como, por ejemplo, células cancerigenas. Por
ejemplo, las infecciones humanas que implican patdgenos intracelulares solamente se pueden superar por las
acciones combinadas de ambos sistemas de MHC de clase | y clase Il (véase, por ejemplo, Chiu C, Openshaw P, Nat
Immunol 16: 18-26 (2015)). La contribucién del sistema de MHC de clase | es la identificacion y la eliminacion de
células malignas basandose en la identificacién de antigenos intracelulares.

[0005] El sistema de MHC de clase | funciona en cualquier célula nucleada de un vertebrado para introducir antigenos
t intracelulares (o endégenos), mientras la via de MHC de clas |l functiona en células presentadoras de antigenos
(APCs) para introducir antigenos extracelulares (o exégenos) (Neefjes Jet al., Nat Rev Immunol 11: 823-36 (2011)).
Los epitopos intracelulares o «endégenos» que se reconocen por el sistema de MHC de clase | tipicamente son
fragmentos de moléculas que se encuentra e el citosol o el lumen del reticulo endoplasmatico (RE) de una célula y
estas moléculas tipicamente se procesan de manera proteolitica por el proteasoma y/u otra proteasa(s) en el citosol.
Cuando estan presentes en el RE, estos epitopos endégenos se cargan en las moléculas de MHC de clase | y se
introducen en la superficie de la célula como complejos de molécula de péptido-MHC de clase | (pMHC Is). En cambio,
el sistema de MHC de clase Il funciona solamente en células especializadas para reconocer epitopos exégenos
derivados de moléculas que se encuentran en la parte extracelular que se generan solamente en compartimentos
endosomales especificos, tales como, por ejemplo, endosomas tardios, lisosomas, fagosomas y fagolisosomas y que
incluyen patégenos intracelulares que residen en organulos endocitéticos.

[0006] La presentacion de epitopos-péptidos en complejo con las moléculas de MHC de clase | por las células
nucleadas en cordatos juega un papel importante en la estimulacion y la conservacién de respuestas inmunes en
patdgenos intracelulares, tumores y canceres. La implicacién de linfocito T CD8+ intercelular (célula T) de una célula
que muestra un complejo de epitopo-MHC de clase | especifico por una célula T CD8+ inicia respuestas inmunes
protectoras que pueden provocar el rechazo de la célula introducida, es decir, muerte de la célula introducida debido
a la actividad citotoxica de uno o mas linfocitos T citotéxicos (LTCs). La especificidad de esta implicacién intracelular
se determina mediante multiples factores. Las células T CD8+ reconocen pMHC Is en la superficie celular de otra
célula a través de sus RCTs. Las células T CD8+ expresan diferentes receptores de células T (RCTs) con diferentes
especificidades de union para diferentes analogos de pMHC Is. La especificidad de la célula T CD8+ depende de cada
RCT especifico de célula T individual y de la afinidad de unién de RCTs con el complejo de epitopo-MHC introducido,
asi como de la ocupacion de union de RCT general con la célula introducida. Ademas, existen diferentes variantes de
moléculas de MHC de clase | que influyen sobre el reconocimiento de células T CD8+ de como minimo dos maneras:
afectando la especificidad de péptidos cargados y mostrados (es decir, el conjunto de pMHC 1} y afectando las regiones
de contacto entre RCTs y pMHC Is implicados en el reconocimiento de epitopos.

[0007] La introduccién de determinados epitopos en complejo con las moléculas de MHC de clase | puede sensibilizar
la célula introducida para la eliminacion dirigida mediante lisis, apoptosis inducida y/o necrosis. La eliminacién de LTC
de células que muestran pMHC | se realiza principalmente a través de las actividades citoliticas mediadas por la
administracién de perforina y/o granzima en la célula introducida a través de los granulos citotoxicos

(véase, por ejemplo, Russell J, Ley T, Annu Rev Immunol 20: 323-70 (2002); Cullen S, Martin S, Cell Death Diff 15:
251-62 (2008)). Otros mecanismos de eliminacion de células diana mediada por LTC implican la introducciéon de
apoptosis en la célula introducida a través de la sefializacidon TNF, tal como, por ejemplo, a través de sefializacion
FasL/Fas y TRAIL/TRAIL-DR (véase, por ejemplo, Topham D et al., J Immunol 159: 5197-200 (1997); Ishikawa E et
al., J Virol 79: 7658-63 (2005); Brincks E et al., J Immunol 181: 4918-25 (2008); Cullen S, Martin S, Cell Death Diff 15:
251-62 (2008)). Por consiguiente, los LTCs activados pueden eliminar indiscriminadamente otras células cercanas a
la célula que presenta pMHC |, reconocida independientemente de los conjuntos de complejos de péptido-MHC de
clase | que se presentan por otras células cercanas (Wiedemann A et al., Proc Natl Acad Sci USA 103: 10985-90
(2006)). Ademas, los LTCs activados pueden liberar citocinas, interleucinas y otras moléculas inmunoestimuladoras
para influir en la activacién inmune del microambiente.

[0008] Este sistema inmunovigilancia de MHC de clase | y LTC se podria posiblemente utilizar en determinadas
terapias para guiar un sistema inmune adaptable de sujeto a rechazar y eliminar de manera especifica determinados
tipos de células. En particular, la via de presentacion de MHC de clase | se puede utilizar por diferentes moléculas
terapéuticas para forzar determinadas células diana a mostrar determinados epitopos en superficies celulares para
inducir respuestas inmunes deseadas que incluyen la inmunodeteccion aumentada y la eliminacién de células
reconocidas de manera especifica por células inmunes. Las moléculas terapéuticas podrian disefiarse para administrar
de manera especifica epitopos de célula T CD8+ a la via de MHC de clase | para la presentacién de células malignas
(por ejemplo, células tumorales o infectadas), para sefialar su propia destruccion o, tal vez, inducir en el agregado una
estimulacién mas amplia del sistema inmune. Adicionalmente, las moléculas terapéuticas podrian disefiarse para
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estimular o aumentar la actividad de presentacién de MHC en células diana.

[0009] Seria deseable tener moléculas de reconocimiento celular capaces, cuando se administran de manera exdgena,
de administrar un epitopo de célula T CD8+ a la via de presentacion de MHC de clase | de una célula diana elegida,
donde se puede elegir el epitopo de una variedad amplia de epitopos, tales como, por ejemplo, entre agentes
infecciosos comunes, y se puede elegir la célula diana entre una variedad amplia de células, tales como, por ejemplo,
células malignas y/o infectadas, particularmente células distintas a CPAs profesionales, como células dendriticas.
Tales moléculas de reconocimiento celular, que reconocen de manera preferencial células malignas por encima de
células sanas, se pueden administrar a un cordato en administracién in vivo de un epitopo de célula T CD8+ para la
presentacion de MHC de clase | mediante células diana, tales como, por ejemplo, células infectadas, neoplasicas o,
en caso contrario, malignas. Ademas, puede ser deseable en determinadas circunstancias tener tales moléculas de
reconocimiento celular, que también eliminan directamente células diana a través de un mecanismo basado en sistema
no inmune. Por consiguiente, seria deseable tener tales moléculas de reconocimiento celular que también muestran
antigenicidad baja, inmunogenicidad baja, estabilidad alta y/o toxicidad no especifica baja después de ser
administradas a un cordato.

CARACTERISTICAS DE LA PRESENTE INVENCION

[0010] La presente invencién se define en las reivindicaciones independientes y las caracteristicas determinadas
opcionales de las mismas se definen en las reivindicaciones dependientes. La informacion técnica expuesta a
continuacion puede traspasar el ambito de la presente invencién en algunos aspectos, que se define exclusivamente
en las reivindicaciones adjuntas. Se proporciona la informacién técnica adicional para clasificar la presente invencién
actual en un contexto técnico mas amplio y para ilustrar posibles desarrollos técnicos relacionados. En lo que respecta
a los términos «invencién», «ejemplo» y «realizacién» utilizados en el presente documento, estos términos se
interpretaran de tal forma que la proteccion no se extienda mas alla del ambito de las reivindicaciones. Cualquier
referencia a los procedimientos de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia y
procedimientos de diagndstico realizados en el cuerpo humano o animal no deben ser interpretados como tales, pero
en cambio deberia interpretarse como los que hacen referencia a productos, en particular, a sustancia o composiciones
para ser utilizados en cualquiera de estos procedimientos.

[0011] La presente invencion proporciona una molécula de reconocimiento celular y una composicion farmacéutica de
la misma tal como se define en las reivindicaciones, en donde la molécula de reconocimiento celular comprende 1) un
polipéptido efector de toxina Shiga que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30, 2) una region de
unién capaz de unirse de manera especifica a una molécula biolégica diana extracelular, en donde la regién de unién
es heteréloga para el polipéptido efector de toxina Shiga y 3) una carga de epitopo de célula T CD8 heteréloga que
no se incrusta o inserta en el polipéptido efector de toxina Shig, en donde la carga de epitopo de célula T CD8+ se
posiciona en el extremo carboxi-terminal con los extremos carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. Las
realizaciones adicionales de la presente invencion se enumeran en las reivindicaciones adjuntas.

[0012] Para determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, la
administracion de la molécula de reconocimiento celular a una célula puede dar como resultado (i) la internalizacion
de la molécula de reconocimiento celular por la célula y (i) la presentacion de la célula sobre una superficie celular la
carga del epitopo de la célula T CD8+ ligada con una molécula de MHC de clase .

[0013] Para determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, la
administracién de la molécula de reconocimiento celular a una célula, que esta fisicamente acoplada a la biomolécula
diana extracelular unida a la regién de unién de la molécula de reconocimiento celular, puede dar como resultado la
presentacion de la célula sobre una superficie celular la carga del epitopo de la célula T CD8+ ligada con una molécula
de MHC de clase |. En determinadas realizaciones, disponer de o colocar la molécula en presencia de una célula(s)
inmune(s) adicionalmente da como resultado una respuesta celular inmune en la implicacién trans, intercelular de la
célula por la célula inmune (por ejemplo, un linfocito T citotoxico) y/o muerte de la célula inducida mediante una
accion(es) intercelular(es) de una célula inmune.

[0014] Para determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, la
administracién de la molécula de reconocimiento celular a un cordato, que comprende células fisicamente acopladas
a la biomolécula diana extracelular unida por la regién de unién de la molécula de reconocimiento celular, puede dar
como resultado en como minimo algunas de dichas células presentes sobre una superficie celular la carga del epitopo
de la célula T CD8+ ligada con una molécula de MHC de clase I. En determinadas realizaciones adicionales, los
resultados indican adicionalmente una respuesta celular inmune en implicacién trans, tal como, por ejemplo,
intercelular de como minimo algunas de dichas células por una célula inmune y/o muerte de la célula inducida mediante
accion(es) intercelular(es) de una célula inmune (por ejemplo, un linfocito T citotoxico).

[0015] La molécula de reconocimiento celular de la presente invencién se puede utilizar en la administracion dirigida
de diferentes epitopos de célula T CD8+ a cualquier célula nucleada, diana en un cordato para provocar la presencia
de la carga de epitopo de célula T CD8+ administrada sobre la superficie celular en complejo con una molécula de
MHC de clase |. Las células diana pueden ser de varios tipos, tales como, por ejemplo, células neoplasicas, células
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infectadas, células que albergan patdégenos intracelulares y otras células indeseadas, y se puede dirigir la célula diana
mediante la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién tanto in vitro como in vivo. Adicionalmente,
la presente invencion da a conocer una molécula de reconocimiento celular que comprende un polipéptido efector de
toxina Shiga resistente a la escision por proteasa, tal como se define en las reivindicaciones, que puede ser capaz de
administrar epitopos de células T CD8+ heter6logos de manera intracelular a las vias de presentacién de MHC de
clase | de células diana, mientras mejora la tolerabilidad extracelular, in vivo de la molécula de reconocimiento celular
simultaneamente. Por consiguiente, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion posee utilidad
mejorada para ser administrada a cordatos tanto como un agente terapéutico como/o diagnéstico de la similitud
reducida de probabilidad de generar toxicidades no especificas a una dosis determinada.

[0016] En determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, la carga del
epitopo de célula T CD8+ se fusiona, tanto directamente como indirectamente, con el polipéptido efector de la
subunidad A de toxina Shiga y/o la regidon de unién. En determinadas realizaciones adicionales de la molécula de
reconocimiento celular de la presente invencion, la carga del epitopo de célula T CD8+ se fusiona a través del enlace
de péptido, tanto directamente como indirectamente, con el polipéptido efector de la subunidad A de toxina Shiga y/o
la regién de unién. En determinadas realizaciones adicionales, la carga del epitopo de célula T CD8+ se fusiona a
través del enlace de péptido, tanto directamente como indirectamente, con el polipéptido efector de la subunidad A de
toxina Shiga y/o la regién de unién como una fusién genética.

[0017] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende un
polipéptido que comprende la regién de unién, el polipéptido efector de toxina Shiga y la carga del epitopo de célula T
CD8+.

[0018] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende la
regién de unién que comprende dos 0 mas cadenas de polipéptidos y la carga del epitopo de célula T CD8+ se fusiona
con un polipéptido que comprende el polipéptido efector de toxina Shiga y una de las dos o mas cadenas de
polipéptidos, tal como se expone en las reivindicaciones.

[0019] Tal como se define en las reivindicaciones, en la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion,
la carga del epitopo de célula T CD8+ se posiciona en el extremo carboxi-terminal con los extremos carboxi terminales
del polipéptido efector de toxina Shiga.

[0020] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencidén comprende una
fraccién molecular asociada al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de subunidad A de toxina Shiga. En
determinadas realizaciones adicionales, la fraccién molecular comprende la regién de union.

[0021] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende una
fraccién molecular asociada al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de subunidad A de toxina Shiga en
donde la fraccion molecular es citotdxica.

[0022] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende una
fraccién molecular que comprende como minimo un aminoacido y el polipéptido efector de subunidad A de toxina
Shiga unido a como minimo un residuo de aminoacido de la fraccion molecular. En determinadas realizaciones
adicionales, la fraccién molecular y el polipéptido efector de subunidad A de toxina Shiga se fusionan para formar un
polipéptido continuo.

[0023] Para determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, el
polipéptido efector de subunidad A de toxina Shiga es capaz de mostrar una o mas funciones efectoras de toxina
Shiga ademas de la administracién de la carga del epitopo de célula T CD8+ a una molécula de MHC de clase | de la
célula. Para determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, el
polipéptido efector de subunidad A de toxina Shiga es capaz de mostrar una o mas funciones efectoras de toxina
Shiga ademas de la administracién de la carga del epitopo de célula T CD8+ de un compartimento endosémico de
una célula en la que esta presente un polipéptido efector de toxina Shiga a una molécula de MHC de clase | de la
célula.

[0024] Para determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, el
polipéptido efector de subunidad A de toxina Shiga es capaz de mostrar una actividad de inhibicién de ribosoma con
un valor de la media de la concentracion inhibitoria maxima (ICso) de 10.000 picomolares o inferior.

[0025] A continuacion se describen diferentes moléculas de reconocimiento celular con referencia a los nimeros #1-
20.

Conjunto de realizaciones #1

[0026] La presente invencidén proporciona una molécula de reconocimiento celular tal como se define en las
reivindicaciones, que comprender (i) una polipéptido efector de toxina Shiga que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 30; (ii) una regién de unién capaz de unir de manera especifica una biomolécula diana
extracelular, en donde la regién de unién es heterdloga, al polipéptido efector de toxina Shiga; y (iii) una carga de
epitopo de célula T CD8 heterdloga que no se incrusta o inserta en el polipéptido efector de toxina Shiga, en donde la
carga de epitopo de célula T CD8+ se posiciona en el extremo carboxi-terminal con los extremos carboxi terminal del
polipéptido efector de toxina Shiga. Para realizaciones determinadas adicionales, el polipéptido efector de toxina Shiga
es capaz de mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido
intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir la funcién
de ribosoma, desactivar de manera enzimatica una ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. El epitopo de
célula T, heterdlogo es un epitopo de célula T CD8+, tal como, por ejemplo, en lo que se refiere a un sistema inmune
humano. Para determinadas realizaciones adicionales, el epitopo de célula T, heterblogo es capaz de estar
representado por una molécula de MHC de clase | de una célula. En determinadas realizaciones adicionales, la
molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz de uno o més de lo siguiente: penetrar en una
célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis, causar muerte celular y/o administrar el epitopo de célula T
incluido o incluido, heterélogo a una molécula de MHC de clase | para su presentacién sobre una superficie celular.
Para determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en
las células, mostrar una citotoxicidad comparable o mejor a una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una
molécula de reconocimiento celular secundaria que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de
todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento A1 de toxina
Shiga de tipo salvaje.

[0027] Para realizaciones determinadas, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccién molecular
ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1 de toxina
Shiga.

[0028] Para realizaciones determinadas, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz,
cuando se introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad y/o estabilidad mejorada in vivo en comparaciéon con una
molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una molécula de reconocimiento celular secundaria que consiste en la
molécula de reconocimiento celular a excepcién de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga,
donde cada uno comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escisién por furina de
toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo carboxi terminal de su regién del fragmento A1.

[0029] En determinadas realizaciones, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se juntan, tanto
directamente como indirectamente.

[0030] En determinadas realizaciones, la region de unidon comprende un polipéptido que comprende una region de
unién de tipo inmunoglobulina. En determinadas realizaciones adicionales, la regién de unién que comprende un
polipéptido se selecciona entre el grupo que consiste en: un dominio Vx auténomo, un fragmento de anticuerpo con
dominio Unico (sdAb), un domino de anticuerpo de cadena pesada derivado de un camélido (fragmento de dominio
VHH 0 VH), un dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un pez cartilaginoso (fragmento de dominio VHH
0 VH), un receptor de antigeno nuevo de inmunoglobulina (IgNAR), un fragmento Vnar, un fragmento variable de
cadena Unica (scFv), un fragmento variable de anticuerpo (Fv), un fragmento de regién 3 determinante complementaria
(CDR3), un polipéptido de FR3-CDR3-FR4 limitado (FR3-CDR3-FR4), un fragmento Fd, un fragmento de unién a
antigeno (Fab), un polipéptido de repeticion Armadillo (ArmRP), 10 dominio de fibronectina de tipo Il derivado de
fioronectina (10Fn3), un dominio de tenascina de tipo 11l (TNfn3), un dominio de disefio de repeticiéon de anquirina, un
dominio A derivado de receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR-A), una lipocalina (anticalina), un dominio de
Kunitz, un dominio Z derivado de la proteina A, un dominio derivado de cristalina B gamma, un dominio derivado de
ubiquitina (afilina), un polipéptido derivado de Sac7d (afitina), un dominio SH2 derivado de Fyn, una miniproteina, un
andamiaje de dominio similar a lectina de tipo C y cualquier equivalente genéticamente manipulado de cualquiera de
los anteriores que retiene la funcionalidad de unién, tal como, por ejemplo, en donde la orientacion relativa u orden de
las cadenas pesada y ligera se invierte o se le da la vuelta.

[0031] Para determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz de
mostrar (i) un nivel de actividad catalitica comparable con un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje o un
polipéptido efector de toxina Shiga, (i) una actividad de inhibicién de ribosoma con un valor de la media de la
concentracion inhibidora maxima (ICso) de 10.000 picomolares o inferior y/o (iii) un nivel importante de actividad
catalitica de toxina Shiga.

[0032] Para determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién y/o su
polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar eficiencia de recorrido subcelular en comparacién con una
molécula de reconocimiento celular de referencia que comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje o
polipéptido efector de toxina Shiga de tipo salvaje y/o es capaz de mostrar un nivel importante de actividad de recorrido
intracelular para el reticulo endoplasmatico y/o el citosol desde una ubicacion inicial endosdémica de la una célula.

[0033] Para determinadas realizaciones, conforme las cuales la administracién de la molécula de reconocimiento
celular de la presente invencion a una célula esta acompariada fisicamente por la biomolécula diana extracelular de
la region de unién de molécula de reconocimiento celular, la molécula de reconocimiento celular es capaz de causar
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muerte de la célula. En determinadas realizaciones adicionales, la administracion de la molécula de reconocimiento
celular de la presente invencion a dos poblaciones diferentes de tipos de células que se difieren en lo que respecta a
la presencia o el nivel de la biomolécula diana extracelular, la molécula de reconocimiento celular es capaz de causar
muerte celular a tipos de células acopladas fisicamente a una biomolécula diana extracelular de la regién de unién de
molécula de reconocimiento celular a una concentracion de CDso de como minimo tres veces o inferior a la CDso para
los tipos de células, que no se acoplan de manera fisica a una biomolécula diana extracelular de la region de union de
la molécula de reconocimiento celular. Para realizaciones determinadas, conforme las cuales la administracion de la
molécula de reconocimiento celular de la presente invencién a una primera poblacién de células cuyos miembros se
acoplan fisicamente a biomoléculas diana extracelulares de la region de union de molécula de reconocimiento celular
y una segunda poblaciéon de células cuyos miembros no se acoplan fisicamente a ninguna biomolécula diana
extracelular de la region de unién, el efecto citotéxico de la molécula de reconocimiento celular para los miembros de
dicha primera poblacién de células que tienen relacién con los miembros de dicha segunda poblacién de células es
como minimo 3 veces mayor. Para realizaciones determinadas, conforme las cuales la administracion de la molécula
de reconocimiento celular de la presente invencion a una primera poblacion de células cuyos miembros se acoplan
fisicamente a una cantidad importante de las biomoléculas diana extracelulares de la region de unién de molécula de
reconocimiento celular y una segunda poblacién de células cuyos miembros no se acoplan fisicamente a una cantidad
importante de biomoléculas diana extracelulares de la region de unién, el efecto citotéxico de la molécula de
reconocimiento celular para los miembros de dicha primera poblacion de células que tienen relacién con los miembros
de dicha segunda poblacién de células es como minimo 3 veces mayor. Para realizaciones determinadas, conforme
las cuales la administracion de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién a una primera poblacion
de células positivas de biomolécula diana y una segunda poblacién de células cuyos miembros no expresan una
cantidad importante de biomoléculas diana de la regién de unién de la molécula de reconocimiento celular en una
superficie celular, el efecto citotdxico de la molécula de reconocimiento celular para los miembros de la primera
poblacion de células que tienen relacién con los miembros de la segunda poblacién de células es como minimo 3
veces mayor.

[0034] Para realizaciones determinadas la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz,
cuando se introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad con un valor de la media de la concentracién inhibitoria
maxima (CDso) de 300 nM o inferior y/o es capaz de mostrar un nivel importante de citotoxicidad de toxina Shiga.

[0035] Para realizaciones determinadas, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz de
administrar un epitopo de célula T CD8+ heterdlogo a una via de presentacién de MHC de clase | de una célula para
la presentacion en la superficie celular del epitopo unido por una molécula de MHC de clase .

[0036] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccion molecular
asociada al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas realizaciones, la fraccion
molecular comprende o consiste en la regién de unién. En determinadas realizaciones, la fraccion molecular
comprende como minimo un aminoacido y el polipéptido efector de toxina Shiga se une a como minimo un residuo de
aminoacido de la fraccién molecular. En determinadas realizaciones adicionales, la fraccién molecular y el polipéptido
efector de toxina Shiga se fusionan para formar un polipéptido continuo.

[0037] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular comprende adicionalmente una fraccion
molecular citotdéxica asociada al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas
realizaciones, la fraccion molecular citotéxica es un agente citotoxico, tal como, por ejemplo, un agente
quimioterapéutico de molécula pequefia, un agente antineoplasico, un antibiético citotéxico, un agente alquilante, un
antimetabolitos, un inhibidor de topoisomerasa y/o un inhibidor de tubulina que un experto conoce y/o se describen en
el presente documento. Para determinadas realizaciones adicionales, la fraccion molecular citotoxica es citotdxica a
concentraciones inferiores a 10.000, 5.000, 1.000, 500 o 200 pM.

[0038] En determinadas realizaciones, la regién de unién es capaz de unirse a una biomolécula diana extracelular
seleccionada entre el grupo que consiste en: CD20, CD22, CD40, CD74, CD79, CD25, CD30, HER2/neu/ErbB2,
EGFR, EpCAM, EphB2, antigeno de membrana especifico de préstata, Cripto, CDCP1, endoglina/CD105, proteina de
activacion de fibroblasto, Lewis-Y, CD19, CD21, CS1/ SLAMF7, CD33, CD52, CD 133, gpA33, mucina, TAG-72,
receptor de transmembrana de proteina tirosina cinasa (ROR1 or NTRKR1), anhidrasa carbénica IX, proteina de uniéon
a folato, gangliésido GD2, gangliésido GD3, gangliésido GM2, gangliosido Lewis-Y2, VEGFR, Alfa Vbeta3, AlfaSbetal,
ErbB1/EGFR, Erb3, ¢c-MET, IGF1R, EphA3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, RANK, tenascina, CD64, mesotelina, BRCA1,
MART-1/MelanA, gp100, tirosinasa, 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, HPVES, SART-1, PRAME, antigeno carcinoembrionario, antigeno
especifico de prostata, antigeno de células madre de prostata, beta-hidroxilasa de aspartilo humano (asparaginilo),
EphA2, HER3/ErbB-3, MUC1, antigeno asociado a tirosinasa, HPV-E7, antigeno del virus de Epstein-Barr, Ber-Abl,
antigeno de alfa-fetoproteina, 17-A1, antigeno de tumor de vejiga, SAIL, CD38, CD15, CD23, CD45 (receptor de
proteina tirosina fosfatasa del tipo C), CD53, CD88, CD129, CD183, CD191, CD193, CD244, CD294, CD305, C3AR,
FceRla, galectina-9, IL-1R (receptor de interleucina-1), mrp-14, ligando de NKG2D, ligando 1 de muerte programada
(PD-L1), Siglec-8, Siglec- 10, CD49d, CD13, CD44, CD54, CD63, CD69, CD123, TLR4, IgE, CD107a, CD203c, CD14,
CD68, CD80, CD86, CD115, F4/80, ILT-3, galectina-3, CD11a-c, GITRL, molécula de MHC de clase I, molécula de
MHC de clase Il (opcionalmente en complejo con un péptido), CD284 (TLR4), CD 107-Mac3, CD195 (CCR5), HLA-
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DR, CD 16/32, CD282 (TLR2), CD11c¢ y cualquier fragmento inmunogénico de cualquiera de los anteriores.

[0039] En determinadas realizaciones, la region de unién se une, tanto directamente como indirectamente, al
polipéptido efector de toxina Shiga mediante como minimo un enlace covalente que no es un enlace de disulfuro. En
determinadas realizaciones adicionales, la region de unién se fusiona, tanto directamente como indirectamente, con
el extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga para formar un polipéptido Unico, continuo. En
determinadas realizaciones, la regién de unién es una region de union de tipo inmunoglobulina.

[0040] EI polipéptido efector de toxina Shiga definido en las reivindicaciones que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 30 comprende un disefio de escision por furina alterado.

[0041] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz,
cuando se introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad comparable a una citotoxicidad de una molécula de
referencia, tal como, por ejemplo, una molécula de reconocimiento celular secundaria que consiste en la molécula de
reconocimiento celular a excepcion de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno
comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje.

[0042] En determinadas realizaciones, la region de unién comprende el péptido o el polipéptido mostrado en cualquiera
de SEQ ID NOs: 39-245.

[0043] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende o
consiste en el polipéptido mostrado en cualquiera de SEQ ID NOs: 389-404, 407, 420-421, 425-429, 459-473 y 656,
tal como se enumera en las reivindicaciones; o el polipéptido de cualquiera de SEQ ID NOs: 389-404, 407 y 656, que
comprende adicionalmente un residuo de metionina del extremo amino terminal.

[0044] En determinadas realizaciones, la regién de unién cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la regién
del fragmento A1.

[0045] En determinadas realizaciones, la fraccién molecular cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la
region del fragmento A1. En determinadas realizaciones adicionales, la fraccién molecular comprende la regién de
union.

[0046] En realizaciones determinadas, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende una
regién de union y/o fraccidon molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de
la regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas realizaciones adicionales, la masa de la regién de unién
y/o la fraccién molecular es como minimo 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 superior.

[0047] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular comprende una regién de unién de como
minimo 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 superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de |a actividad biolégica de toxina
Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido intracelular).

[0048] En determinadas realizaciones, la regién de unién se comprende en una fraccién molecular relativamente mas
grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccién molecular con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la
molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de la actividad biologica de toxina Shiga sefialado en el
presente documento.

[0049] En determinadas realizaciones, el extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra
en y/o es proximo a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento
celular. En determinadas realizaciones adicionales, la regién de unién no se ubica en proximidades al extremo amino
terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacion con el polipéptido efector de toxina Shiga. En
determinadas realizaciones adicionales, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se
orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal modo que la regién de unién no se ubica
en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas realizaciones
adicionales, la regién de unién se ubica en la molécula de reconocimiento celular méas préxima al extremo carboxi
terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga.
Para determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz,
cuando se introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a aguella de una tercera molécula de
reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la regién de unién y el polipéptido efector
de toxina Shiga, que no se posiciona en o en proximidades del extremo amino terminal de la tercera molécula de
reconocimiento celular. Para determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento celular de la
presente invencién muestra citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotoxica, tal como, por ejemplo, una
citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparaciéon con la citotoxicidad de la tercera molécula
de reconocimiento celular. Para determinadas realizaciones adicionales, la citotoxicidad de la molécula de
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reconocimiento celular de la presente invencidén para una poblacion de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior que la citotoxicidad de la tercera molécula de
reconocimiento celular para una segunda poblacién de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores
CDso. En determinadas realizaciones adicionales, la tercera molécula de reconocimiento celular no comprende ningdn
extremo carboxi terminal, retencién de reticulo endoplasmatico/modelo de sefial de recuperacién de la familia KDEL.

[0050] En determinadas realizaciones, el extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra
en y/o es proximo a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento
celular. En determinadas realizaciones adicionales, la regién de unién no se ubica en proximidades al extremo amino
terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacion con el polipéptido efector de toxina Shiga. En
determinadas realizaciones adicionales, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se
orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal modo que la regién de unién no se ubica
en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas realizaciones
adicionales, la regién de unién se ubica en la molécula de reconocimiento celular méas préxima al extremo carboxi
terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga.
Para determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento celular de la divulgacién (que no forma
parte de la presente invencion reivindicada) no es citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar
una eficiencia de recorrido subcelular mayor desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un
reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacion con la citotoxicidad de una tercera molécula de reconocimiento
celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la regién de unién y el polipéptido efector de toxina
Shiga, que no se posiciona en o0 es préximo al extremo amino terminal de la tercera molécula de reconocimiento
celular. En determinadas realizaciones adicionales, la tercera molécula de reconocimiento celular no comprende
ningln extremo carboxi terminal, retencion de reticulo endoplasmatico/modelo de sefial de recuperacion de la familia
KDEL.

[0051] En determinadas realizaciones, el extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra
en y/o es proximo a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento
celular. En determinadas realizaciones adicionales, la regién de unién no se ubica en proximidades al extremo amino
terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacion con el polipéptido efector de toxina Shiga. En
determinadas realizaciones adicionales, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se
orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal modo que la regién de unién no se ubica
en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas realizaciones
adicionales, la regién de unién se ubica en la molécula de reconocimiento celular méas préxima al extremo carboxi
terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga.
Para determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacion (que
no forma parte de la presente invencién reivindicada) muestra baja potencia de citotoxicidad (es decir, no es capaz,
cuando se introduce en determinados tipos de células diana positivas de mostrar una citotoxicidad mayor al 1% de
muerte celular de una poblacién de células a una concentracion de molécula de reconocimiento celular de 1000 nM,
500nM, 100 nM, 75 nM o 50 nM) y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido
subcelular mayor de un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol
en comparacion con la citotoxicidad de una tercera molécula de reconocimiento celular que tiene un extremo amino
terminal y que comprende la regién de union y el polipéptido efector de toxina Shiga, que no se posiciona en o se
encuentra proximo al extremo amino terminal de la tercera molécula de reconocimiento celular. En determinadas
realizaciones adicionales, la tercera molécula de reconocimiento celular no comprende ningin extremo carboxi
terminal, retencién de reticulo endoplasmatico/modelo de sefial de recuperacion de la familia KDEL.

[0052] La molécula de reconocimiento celular de la presente invencién o un componente de polipéptido de la misma,
puede comprender un extremo carboxi terminal, retencién de reticulo endoplasmatico/ disefio de sefial de recuperacion
de un miembro de la familia KDEL. La retencién de reticulo endoplasmatico/ disefio de sefial de recuperacién del
extremo carboxi terminal se puede seleccionar entre el grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO:750), HDEF (SEQ
ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF (SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL (SEQ ID NO:755),
YDEL (SEQ ID NO:756), HEEF (SEQ ID NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759), REEL (SEQ ID
NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL (SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID NO:764), KEEL
(SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766), KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL (SEQ ID NO:769),
KSEL (SEQ ID NO:770), KVEL (SEQ ID NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773), KEDL (SEQ ID
NO:774), KIEL (SEQ ID NO:775), DKEL (SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID NO:778), KKEL
(SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780), HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL (SEQ ID NO:783),
HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID NO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787), QDEL (SEQ ID
NO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL (SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID NO:792), SDEL
(SEQ D NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794), SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL (SEQ ID NO:797).
La molécula de reconocimiento celular de la presente invencion puede ser capaz, cuando se introduce en las células,
de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una cuarta molécula de reconocimiento celular que consiste en la
molécula de reconocimiento celular a la excepcién de que no comprende ningln extremo carboxi terminal, retencién
de reticulo endoplasmatico/ disefio de sefial de recuperacién de la familia KDEL. La molécula de reconocimiento celular
de la presente invencién puede ser capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotoxica, tal
como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con una molécula
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de referencia, tal como, por ejemplo, la cuarta molécula de reconocimiento celular. La citotoxicidad de la molécula de
reconocimiento celular de la presente invencidén para una poblacion de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior a la citotoxicidad de la cuarta molécula de
reconocimiento celular para una segunda poblacién de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores
CDso.

Conjunto #2 - Moléculas de reconocimiento celular gue comprenden un motivo de sefial de retencién/recuperacién de
reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal y un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un
epitopo de célula T integrado o incluido, heterélogo

[0053] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular; (i) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un epitopo incluido o
integrado, heterdlogo; y (iii) un disefio de sefial de retencion/ recuperacion del reticulo endoplasmatico en el extremo
carboxi terminal. En determinadas moléculas de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular comprende (a)
una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a como minimo una biomolécula diana extracelular; (b) un
polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un epitopo integrado o incluido, heterélogo; y (c) un motivo de
sefial de retencion/ recuperacion de reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal de un miembro de la familia
KDEL. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de
mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al
reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el epitopo de célula T, heterélogo es un epitopo de célula T CD8+, tal como, por ejemplo,
en lo que se refiere a un sistema inmune humano. Para determinadas realizaciones adicionales, el epitopo de célula
T, heterdlogo es capaz de estar representado por una molécula de MHC de clase | de una célula. En determinadas
moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente:
penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis, causar muerte celular y/o administrar el
epitopo de célula T incluido o incluido, heterélogo a una molécula de MHC de clase | para su presentacion sobre una
superficie celular.

[0054] En determinadas moléculas del Conjunto #2, el motivo de sefial de retencién/ recuperacién del reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal se selecciona del grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO:750),
HDEF (SEQ ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF (SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL (SEQ ID
NQO:755), YDEL (SEQ ID NO:756), HEEF (SEQ ID NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759), REEL
(SEQ ID NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL (SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID NO:764),
KEEL (SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766), KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL (SEQ ID
NQO:769), KSEL (SEQ ID NQ:770), KVEL (SEQ ID NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773), KEDL
(SEQ ID NO:774), KIEL (SEQ ID NO:775), DKEL (SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID NO:778),
KKEL (SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780), HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL (SEQ ID
NQO:783), HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID NO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787), QDEL
(SEQ D NQO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL (SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID NO:792),
SDEL (SEQ ID NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794), SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL (SEQ ID
NQ:797).

[0055] En determinadas moléculas del Conjunto #2, el epitopo de célula T integrado o incluido, heterdlogo altera la
regién del epitopo de célula B y/o célula T, enddégeno seleccionado entre el grupo de regiones de subunidad A de
toxina Shiga situado originalmente que consiste en: (i) 1-15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y
4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; y 53-66 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma;
(i) 94-115 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 204 de SEQ ID Nos: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de
SEQID NOs: 3y 7-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma; y (iii) 240-
260 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs:
3y 7-18; y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6, 0 una regién equivalente en una subunidad A de toxina
Shiga o un derivado de la misma.

[0056] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #2, el epitopo heterélogo es un epitopo de célula T
CD8+ capaz de estar representado por una molécula de MHC de clase | de una célula. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el epitopo heterblogo se integra y reemplaza un ndmero equivalente de residuos de
aminoacidos en una regién del polipéptido de toxina Shiga de tipo salvaje, de tal modo que el polipéptido efector de
toxina Shiga tiene el mismo ndmero total de residuos de aminoacidos como la region de polipéptido de toxina Shiga
del tipo salvaje de la que deriva. En determinadas moléculas adicionales de cualquiera de las anteriores, el polipéptido
efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga seleccionada entre:
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dirigir el recorrido intracelular a un citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de
ribosoma, desactivar de manera enzimatica un ribosoma y citotoxicidad.

[0057] En determinadas moléculas del Conjunto #2, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una quinta molécula de reconocimiento
celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a la excepcion de que no comprende ningun disefio de
sefial de retencién/ recuperacién de reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal de la familia KDEL. En
determinadas moléculas adicionales, la molécula de reconocimiento celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con
potencia mejor optimizada, citotoxica, tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0
superior en comparacion con la citotoxicidad de la quinta molécula de reconocimiento celular. En determinadas
moléculas adicionales de la divulgacion, |a citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular para una poblacién
de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior que
la citotoxicidad de la quinta molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién de células positivas diana,
tal como se analiza mediante valores CDso.

[0058] Para determinadas moléculas del Conjunto #2, la molécula de reconocimiento celular es capaz de administrar
un epitopo de célula T CD8+ integrado o incluido, heterélogo a una via de presentacién de MHC de clase | de una
célula para la presentacion en la superficie celular del epitopo unido por una molécula de MHC de clase |.

[0059] En determinadas moléculas del Conjunto #2, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido al
epitopo integrado o incluido, heterdlogo. En determinadas moléculas de la divulgacién, la molécula de reconocimiento
celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en comparacién con una
molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una sexta molécula de reconocimiento celular que consiste en la
molécula de reconocimiento celular a excepcién de su carencia de uno o mas epitopos integrados o incluidos presentes
en la molécula de reconocimiento celular.

[0060] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #2, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la quinta molécula de reconocimiento celular.

Conjunto #3 - Moléculas de reconocimiento celular que comprenden un polipéptido efector de toxina Shiga que
comprende (i) un epitopo de célula T integrado o incluido, heterélogo y (ii) un motivo de escisién por furina, alterado

[0061] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular; (i) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un epitopo incluido o
integrado, heterdlogo; y (iii) un disefio de escision por furina alterado. En determinadas moléculas de la divulgacion,
la molécula de reconocimiento celular comprende (i) una regiéon de unidn capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende (a) un epitopo incluido o
integrado, heterdlogo; (b) un fragmento A1 de toxina Shiga derivado de una regién que tiene un extremo carboxi
terminal; y (c) un motivo de escisién por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la regién del fragmento A1.
Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar
como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo
endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el epitopo de célula T, heterélogo es un epitopo de célula T CD8+, tal como, por ejemplo,
en lo que se refiere a un sistema inmune humano. Para determinadas realizaciones adicionales, el epitopo de célula
T, heterologo es capaz de estar representado por una molécula de MHC de clase | de una célula. En determinadas
moléculas adicionales de la presente invencién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo
siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis, causar muerte celular y/o
administrar el epitopo de célula T incluido o incluido, heterélogo a una molécula de MHC de clase | para su
presentacion sobre una superficie celular. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de
reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, mostrar una citotoxicidad comparable o mejor a
una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una segunda molécula del reconocimiento celular que consiste en
la molécula de reconocimiento celular a excepcidn de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga,
que comprende un sitio de escisién por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi terminal de su
region de fragmento Afl.

[0062] En determinadas moléculas del Conjunto #3, el epitopo de célula T integrado o incluido, heterdlogo altera la
regién del epitopo de célula B y/o célula T, enddégeno seleccionado entre el grupo de regiones de subunidad A de
toxina Shiga situado originalmente que consiste en: (i) 1-15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y
4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; y 53-66 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma;
(i) 94-115 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de
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cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 204 de SEQ ID Nos: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de
SEQID NOs: 3y 7-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma; y (iii) 240-
260 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs:
3y 7-18; y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6, 0 una regién equivalente en una subunidad A de toxina
Shiga o un derivado de la misma.

[0063] En determinadas moléculas del Conjunto #3, el motivo de escision por furina alterado comprende una o0 mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como
minimo un residuo de aminoacido en un regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de
toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID
NOs: 3 y 7-18); o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en un sitio de escisién por furina
minima del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion el sitio de escisién
por furina minimo se representa por la secuencia de aminoacidos de consenso R/Y-x-x-R y/o R- x-x-R.

[0064] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccion
molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1
de toxina Shiga.

[0065] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la region de union cubre estéricamente el extremo carboxi terminal
de la region del fragmento A1.

[0066] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la fraccién molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la fraccién molecular
comprende la region de union.

[0067] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién y/o una fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la
regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la masa de la
regién de unién y/o la fraccién molecular es como minimo 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 superior.

[0068] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido
intracelular).

[0069] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la regidn de unién esta formada por una fraccién molecular
relativamente mas grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccién molecular con una masa de como
minimo 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 superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de |a actividad biolégica de toxina
Shiga sefialado en el presente documento.

[0070] En determinadas moléculas del Conjunto #3, el motivo de escisién por furina alterado comprende una
sustitucion de residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina que tiene relacion con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la sustitucién del residuo de
aminoacido en el motivo de escision por furina es de un residuo de arginina por un residuo de aminoacido cargado no
positivamente seleccionado entre el grupo que consiste en: alanina, glicina, prolina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. En
determinadas moléculas de la divulgacion, la sustitucion del residuo de aminoacido en el motivo de escisioén por furina
es de un residuo de arginina por una histidina.

[0071] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad comparable con la citotoxicidad de una séptima molécula de
reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de todos sus componentes
de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje
y/o un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo carboxi terminal de su regién del
fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular es
capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que se encuentra en el intervalo desde 0,1 veces,
0,5 veces 0 0,75 veces hasta 1,2 veces, 1,5 veces, 1,75 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces de la citotoxicidad
mostrada por la séptima molécula de reconocimiento celular.
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[0072] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de la
séptima molécula de reconocimiento celular.

[0073] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido al
epitopo integrado o incluido, heterdlogo. En determinadas moléculas de la divulgacién, la molécula de reconocimiento
celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en comparacién con una
molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una octava molécula de reconocimiento celular que consiste en la
molécula de reconocimiento celular a excepciéon de que carezca de uno o mas epitopos integrados o incluidos
presentes en la molécula de reconocimiento celular.

[0074] En determinadas moléculas del Conjunto #3, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido a
la alteracién del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en
comparacién con una novena molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a excepcion del motivo de escision por furina es de tipo salvaje y/o todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga consisten en un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje.

Conjunto #4 - Moléculas de reconocimiento celular que comprenden un polipéptido efector de toxina Shiga en o

préximo a un extremo amino terminal y en donde el polipéptido efector de toxina Shiga comprende un epitopo de célula

T intedgrado o incluido. heterélogo

[0075] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular; (i) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un epitopo incluido o
integrado, heter6logo; en donde el polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra en o préximo a un extremo amino
terminal de un polipéptido. En determinadas moléculas de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular
comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula diana extracelular, (ii) un
componente de polipéptido y (iii) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un epitopo incluido o integrado,
heterélogo; en donde el polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra en o es proximo a un extremo amino terminal
de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales
de la divulgacion, la regién de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se orientan fisicamente
dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal modo que la regién de unién no se ubica en proximidades al
extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la regién de unién se ubica en la molécula de reconocimiento celular mas proxima al extremo carboxi
terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga.
En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la regién de unién no se ubica en proximidades a un extremo
amino terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacién con el polipéptido efector de toxina Shiga.
Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar
como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo
endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas
realizaciones adicionales, el epitopo de célula T, heterélogo es un epitopo de célula T CD8+, tal como, por ejemplo,
en lo que se refiere a un sistema inmune humano. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el
epitopo de célula T, heterdlogo es capaz de estar representado por una molécula de MHC de clase | de una célula.
En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular de la presente
divulgacion es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcion de ribosoma, causar
citostasis, causar muerte celular y/o administrar el epitopo de célula T incluido o incluido, heterdlogo a una molécula
de MHC de clase | para su presentacion sobre una superficie celular.

[0076] En determinadas moléculas del Conjunto #4, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacion
es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a aquella de una décima
molécula de reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la region de unién y el
polipéptido efector de toxina Shiga, que no se posiciona en o en proximidades del extremo amino terminal de la décima
molécula de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de
reconocimiento celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotdxica, tal como, por
ejemplo, una citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la décima molécula de
reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la citotoxicidad de la molécula de
reconocimiento celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces,
8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior que la citotoxicidad de la décima molécula de reconocimiento celular para una
segunda poblacién de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso.

[0077] Para determinadas moléculas del Conjunto #4, la molécula de reconocimiento celular es capaz de administrar

un epitopo de célula T CD8+ integrado o incluido, heterélogo a una via de presentacién de MHC de clase | de una
célula para la presentacion en la superficie celular del epitopo unido por una molécula de MHC de clase |.
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[0078] En determinadas moléculas del Conjunto #4, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido al
epitopo integrado o incluido, heterélogo. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de
reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en comparacion
con una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una undécima molécula de reconocimiento celular que consiste
en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de su carencia de uno o mas epitopos integrados o incluidos
presentes en la molécula de reconocimiento celular.

[0079] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #4, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la décima molécula de reconocimiento
celular.

Conjunto #5 - Moléculas de reconocimiento celular que comprenden un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado que comprende un motivo de escisién por furina

[0080] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular y (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado que comprende un motivo
de escision por furina alterado. En determinadas moléculas de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular
comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula diana extracelular y (ii)
un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado que comprende (a) un fragmento A1 de toxina Shiga derivado
de una region que tiene un extremo carboxi terminal, (b) un motivo de escisién por furina alterado en el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1 y (c) como minimo un epitopo de célula B y/o de célula T CD4+ y/o una regién
de epitopo endoégeno, alterado. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector de
toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el
recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esté presente el polipéptido, inhibir
una funcion de ribosoma, desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas
de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis y/o causar muerte celular.
Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando
se introduce en las células, mostrar una citotoxicidad comparable o mejor que una molécula de referencia, tal como,
por ejemplo, una segunda molécula del reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular
a excepcion de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, que comprende un sitio de escision por
furina de toxina Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi terminal de su regién de fragmento A1.

[0081] En determinadas moléculas del Conjunto #5, el polipéptido efector de toxina Shiga comprende una mutacion
que tiene relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en la regién del epitopo de célula B y/o célula
T seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga situada originalmente que consiste en: 1-
15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-
48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 94-115 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-
190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 204 de SEQ ID Nos:
3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 240-260 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18;
y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un
derivado de la misma. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, no existe ninguna alteracion que es
un truncamiento del extremo carboxi terminal de residuos de aminoacidos que se solapa con una parte o todo de como
minimo un epitopo de célula B y/o célula T y/o regién de epitopo enddgeno, alterado.

[0082] En determinadas moléculas del Conjunto #5, el motivo de escision por furina alterado comprende una 0 mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como
minimo un residuo de aminoacido en un regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de
toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID
NOs: 3 y 7-18), o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en un sitio de escisién por furina
minimo del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el sitio de escision
por furina minimo se representa por la secuencia de aminoacidos de consenso R/Y-x-x-R y/o R- x-x-R.

[0083] En determinadas moléculas del Conjunto #5, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccion

molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1
de toxina Shiga.
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[0084] En determinadas moléculas del Conjunto #5, la region de union cubre estéricamente el extremo carboxi terminal
de la region del fragmento A1.

[0085] En determinadas moléculas del Conjunto #5, la fraccién molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la fraccién molecular
comprende la region de union.

[0086] En determinadas moléculas del Conjunto #5, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién y/o una fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la
regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la masa de la
regién de unién y/o la fraccién molecular es como minimo 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 superior.

[0087] En determinadas moléculas del Conjunto #5, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido
intracelular).

[0088] En determinadas moléculas del Conjunto #5, la regién de unién estd comprendida en una fraccién molecular
relativamente mas grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccién molecular con una masa de como
minimo 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 superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de |a actividad biolégica de toxina
Shiga sefialado en el presente documento.

[0089] En determinadas moléculas del Conjunto #5, el motivo de escisién por furina alterado comprende una
sustitucion de residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina que tiene relacion con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la sustitucién del residuo de
aminoacido en el motivo de escision por furina es de un residuo de arginina por un residuo de aminoacido cargado no
positivamente seleccionado entre el grupo que consiste en: alanina, glicina, prolina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. En
determinadas moléculas de la divulgacion, la sustitucion del residuo de aminoacido en el motivo de escisioén por furina
es de un residuo de arginina por una histidina.

[0090] En determinadas moléculas del Conjunto #5, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad comparable con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal
como, una duodécima molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a
excepcion de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento
A1 de toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escisién por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo
carboxi terminal de su regién del fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que se encuentra en
el intervalo desde 0,1 veces, 0,5 veces 0 0,75 veces hasta 1,2 veces, 1,5 veces, 1,75 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces
o0 5 veces de la citotoxicidad mostrada por la duodécima molécula de reconocimiento celular.

[0091] En determinadas moléculas del Conjunto #4, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de la
duodécima molécula de reconocimiento celular.

[0092] En determinadas moléculas del Conjunto #4, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido a
la alteracién del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en
comparacién con una molécula de reconocimiento celular de referencia que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a excepcion del motivo de escision por furina es de tipo salvaje y/o todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga consisten en un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje tal como, por ejemplo, la
duodécima molécula de reconocimiento celular.

[0093] En determinadas moléculas del Conjunto #4, la molécula de reconocimiento celular comprende o consiste
esencialmente en el polipéptido expuesto en cualquiera de SEQ ID NOs: 252-255, 259-271, 274-278 y 288-748 vy,
opcionalmente, la molécula de reconocimiento celular comprende un residuo de metionina del extremo amino terminal.

Conjunto #6 - Moléculas de reconocimiento celular que comprenden un motivo de sefial de retencién/ recuperacién

del reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal v un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado

[0094] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga, desinmunizado y (iii} un disefio de sefial de
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retencion/ recuperacioén del reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal. En determinadas moléculas de la
divulgacion, la molécula de reconocimiento celular comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera
especifica a una biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga, desinmunizado que
comprende como minimo un epitopo de célula B y/o célula T CD4+, endogeno, alterado y (iii} un motivo de sefial de
retencion/ recuperacion del reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal de un miembro de la familia KDEL.
Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar
como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo
endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar
en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis y/o causar muerte celular.

[0095] En determinadas moléculas del Conjunto #6, el motivo de sefial de retencién/ recuperacién del reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal se selecciona entre el grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO:750),
HDEF (SEQ ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF (SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL (SEQ ID
NQO:755), YDEL (SEQ ID NO:756), HEEF (SEQ ID NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759), REEL
(SEQ ID NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL (SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID NO:764),
KEEL (SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766), KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL (SEQ ID
NQO:769), KSEL (SEQ ID NQ:770), KVEL (SEQ ID NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773), KEDL
(SEQ ID NO:774), KIEL (SEQ ID NO:775), DKEL (SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID NO:778),
KKEL (SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780), HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL (SEQ ID
NQO:783), HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID NO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787), QDEL
(SEQ D NQO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL (SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID NO:792),
SDEL (SEQ ID NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794), SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL (SEQ ID
NQ:797).

[0096] En determinadas moléculas del Conjunto #6, el polipéptido efector de toxina Shiga comprende una mutacion
que tiene relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en la regién del epitopo de célula B y/o célula
T seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga situada originalmente que consiste en: 1-
15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-
48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 94-115 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-
190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 204 de SEQ ID Nos:
3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 240-260 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18;
y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un
derivado de la misma. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, no existe ninguna alteracion que es
un truncamiento del extremo carboxi terminal de residuos de aminoacidos que se solapa con una parte o todo de como
minimo un epitopo de célula B y/o célula T y/o regién de epitopo enddgeno, alterado.

[0097] En determinadas moléculas del Conjunto #6, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una decimotercera molécula de
reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a la excepcién de que no comprende
ningun disefio de sefial de retencion/ recuperacion de reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal de la familia
KDEL. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de
mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotoxica, tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces,
5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la decimotercera molécula de reconocimiento celular. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular para
una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces
0 superior que la citotoxicidad de la decimotercera molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién
de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDsg.

[0098] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #6, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la decimotercera molécula de reconocimiento
celular.

Conjunto #7 - Moléculas de reconocimiento celular que comprenden un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmuizado en o préximo al extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular

[0099] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga, desinmunizado; en donde el polipéptido
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efector de toxina Shiga se encuentra en o préximo a un extremo amino terminal. En determinadas moléculas de la
divulgacion, la molécula de reconocimiento celular comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera
especifica una biomolécula diana extracelular; (ii) un componente de polipéptido; y (iii) un polipéptido efector de toxina
Shiga, desinmunizado que comprende como minimo un epitopo de célula B y/o célula T CD4+ y/o una region de
epitopo, enddgeno, alterado; en donde el polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra en o es proximo a un
extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular. En determinadas
moléculas adicionales de la divulgacién, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se
orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal modo que la regién de unién no se ubica
en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la region de unién se ubica en la molécula de reconocimiento celular mas proxima al
extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal del polipéptido efector
de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la regiéon de unién no se ubica en
proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacién con el
polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector
de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir
el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido,
inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar
citotoxicidad. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es
capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis y/o
causar muerte celular.

[0100] En determinadas moléculas del Conjunto #7, el polipéptido efector de toxina Shiga comprende una mutacion
que tiene relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en la regién del epitopo de célula B y/o célula
T seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga situada originalmente que consiste en: 11-
15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-
48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 94-115 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-
190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y

7-18; 204 de SEQ ID NO: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs:
3y 7-18; 240-260 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268
de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 281-297 de cualquiera de
SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; o la regién equivalente en una subunidad
A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, no existe
ninguna alteracién que es un truncamiento del extremo carboxi terminal de residuos de amino&cidos que se solapa
con una parte o todo de como minimo un epitopo de célula B y/o célula T y/o regién de epitopo enddgeno, alterado.

[0101] En determinadas moléculas del Conjunto #7, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a aquella de una decimocuarta molécula de
reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la region de union y el polipéptido efector
de toxina Shiga, que no se posiciona en o en proximidades del extremo amino terminal de la decimocuarta molécula
de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento
celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como, por ejemplo, una
citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la decimocuarta molécula de
reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la citotoxicidad de la molécula de
reconocimiento celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces,
8 veces, 9 veces, 10 veces o superior que la citotoxicidad de la decimocuarta molécula de reconocimiento celular para
una segunda poblacién de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso.

[0102] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #7, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la decimocuarta molécula de reconocimiento
celular.

[0103] En determinadas moléculas del Conjunto #7, la molécula de reconocimiento celular comprende o consiste
esencialmente en el polipéptido expuesto en cualquiera de SEQ ID NOs: 252-255, 259-271, 274-278 y 288-748 vy,
opcionalmente, la molécula de reconocimiento celular comprende un residuo de metionina del extremo amino terminal.

Conjunto #8 - Moléculas de reconocimiento celular que comprenden un motivo de sefial de retencién/ recuperacién

del reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal y un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un

motivo de escisién por furina alterado

[0104] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un motivo de escision por
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furina alterado; y (iii} un motivo de sefial de retencién/ recuperacion del reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi
terminal. La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular, cada una comprende (i) una regién
de union capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de
toxina Shiga que comprende un motivo de escisién por furina alterado; y (ii) un motivo de sefial de retencién/
recuperacién del reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal de un miembro de la familia KDEL. Para
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como
minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo
endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar
en una célula, inhibir una funciéon de ribosoma, causar citostasis y/o causar muerte celular. Para determinadas
moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las
células, mostrar una citotoxicidad comparable o mejor que una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una
segunda molécula del reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de
todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, que comprende un sitio de escisién por furina de toxina
Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi terminal de su regién de fragmento A1.

[0105] En determinadas moléculas del Conjunto #8, el motivo de escision por furina alterado comprende una o0 mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como
minimo un residuo de aminoacido en un regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de
toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID
NOs: 3 y 7-18), o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en un sitio de escisién por furina
minimo del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion el sitio de escisién
por furina minimo se representa por la secuencia de aminoacidos de consenso R/Y-x-x-R y/o R- x-x-R.

[0106] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccion
molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1
de toxina Shiga.

[0107] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la region de union cubre estéricamente el extremo carboxi terminal
de la region del fragmento A1.

[0108] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la fraccién molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la fraccién molecular
comprende la region de union.

[0109] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién y/o una fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la
regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la masa de la
regién de unién y/o la fraccién molecular es como minimo 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 superior.

[0110] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido
intracelular).

[0111] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la regién de unién estd comprendida en una fraccién molecular
relativamente mas grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccién molecular con una masa de como
minimo 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 superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de |a actividad biolégica de toxina
Shiga sefialado en el presente documento.

[0112] En determinadas moléculas del Conjunto #8, el motivo de escisién por furina alterado comprende una
sustitucion de residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina que tiene relacion con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la sustitucién del residuo de
aminoacido en el motivo de escision por furina es de un residuo de arginina por un residuo de aminoacido cargado no
positivamente seleccionado entre el grupo que consiste en: alanina, glicina, prolina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. En
determinadas moléculas de la divulgacion, la sustitucion del residuo de aminoacido en el motivo de escisioén por furina
es de un residuo de arginina por una histidina.

[0113] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
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introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una decimoquinta molécula de
reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a la excepcién de que no comprende
ningun disefio de sefial de retencion/ recuperacion de reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal de la familia
KDEL. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de
mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotoxica, tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces,
5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la decimoquinta molécula de reconocimiento celular. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular para
una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces
o superior que la citotoxicidad de la decimoquinta molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién de
células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso.

[0114] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de una
decimosexta molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion
de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento A1 de
toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo carboxi
terminal de su regién del fragmento A1.

[0115] En determinadas moléculas del Conjunto #8, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido a
la alteracién del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en
comparacién con una molécula de reconocimiento celular de referencia que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a excepcion del motivo de escision por furina es de tipo salvaje y/o todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga consisten en un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje tal como, por ejemplo, la
decimosexta molécula de reconocimiento celular.

[0116] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #8, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la decimoquinta molécula de reconocimiento
celular.

Conjunto #9 - Moléculas de reconocimiento celular que comprenden un polipéptido efector de toxina Shiga resistente

a la escisién por furina en o0 en proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular

[0117] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular y (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un motivo de escisién por
furina alterado en el extremo carboxi terminal de su regién del fragmento A de toxina Shiga; en donde el extremo
amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra en o préximo a un extremo amino terminal de un
componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular. En determinadas moléculas de la divulgacién,
la molécula de reconocimiento celular comprende (i) una regiéon de unidn capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular, (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga que tiene un extremo amino terminal y un
fragmento A1 de toxina Shiga derivado de una region que tiene un extremo carboxi terminal y (iii} un motivo de escisién
por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la regién del fragmento A1; en donde la regidon de unién no se
ubica en las proximidades del extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacién con
el polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la regién de unién y
el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento
celular de tal modo que la regiéon de unidon no se ubica en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido
efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la region de unién se ubica en la
molécula de reconocimiento celular mas préxima al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga
que al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la regién de unién no se ubica en proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de
reconocimiento celular que tiene relacién con el polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién
efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de
una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica
un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la
molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién
de ribosoma, causar citostasis y/o causar muerte celular. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion,
la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, mostrar una citotoxicidad
comparable o mejor que una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una decimoséptima molécula del
reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de todos sus componentes
de polipéptido efector de toxina Shiga, que comprenden un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje
en el extremo carboxi terminal de su regién de fragmento A1.
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[0118] En determinadas moléculas del Conjunto #9, el motivo de escision por furina alterado comprende una o0 mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como
minimo un residuo de aminoacido en un regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de
toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID
NOs: 3 y 7-18), o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en un sitio de escisién por furina
minimo del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el sitio de escision
por furina minimo se representa por la secuencia de aminoacidos de consenso R/Y-x-x-R y/o R- x-x-R.

[0119] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccion
molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1
de toxina Shiga.

[0120] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la regién de union cubre estéricamente el extremo carboxi terminal
de la region del fragmento A1.

[0121] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la fraccién molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1. En determinadas realizaciones adicionales, la fraccién molecular comprende
la regioén de unioén.

[0122] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién y/o una fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la
regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la masa de la
regién de unién y/o la fraccién molecular es como minimo 4,5 kDa, 6 kDa, 9 kDa, 12 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 28
kDa, 55 kDa, 41 kDa, 50 kDa, 100 kDa o superior.

[0123] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido
intracelular).

[0124] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la regién de unién estd comprendida en una fraccién molecular
relativamente mas grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccién molecular con una masa de como
minimo 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 superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de |a actividad biolégica de toxina
Shiga sefialado en el presente documento.

[0125] En determinadas moléculas del Conjunto #9, el motivo de escisién por furina alterado comprende una
sustitucion de residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina que tiene relacion con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la sustitucién del residuo de
aminoacido en el motivo de escision por furina es de un residuo de arginina por un residuo de aminoacido cargado no
positivamente seleccionado entre el grupo que consiste en: alanina, glicina, prolina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. En
determinadas moléculas de la divulgacion, la sustitucion del residuo de aminoacido en el motivo de escisioén por furina
es de un residuo de arginina por una histidina.

[0126] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a aquella de una decimoctava molécula de
reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la region de union y el polipéptido efector
de toxina Shiga, que no se posiciona en o en proximidades del extremo amino terminal de la decimoctava molécula
de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento
celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como, por ejemplo, una
citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacién con la decimoctava molécula de
reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la citotoxicidad de la molécula de
reconocimiento celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces,
8 veces, 9 veces, 10 veces o superior que la citotoxicidad de la decimoctava molécula de reconocimiento celular para
una segunda poblacién de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso.

[0127] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de una
decimonovena molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion
de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento A1 de
toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo carboxi
terminal de su regién del fragmento A1.
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[0128] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido a
la alteracién del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en
comparacién con una molécula de reconocimiento celular de referencia que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a excepcion del motivo de escision por furina es de tipo salvaje y/o todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga consisten en un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje tal como, por ejemplo, la
decimonovena molécula de reconocimiento celular.

[0129] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #9, la molécula de reconocimiento celular no es
citotéxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la decimonovena molécula de
reconocimiento celular.

[0130] En determinadas moléculas del Conjunto #9, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacion
comprende o consiste esencialmente en el polipéptido expuesto en cualquiera de SEQ ID NOs: 252-255, 259-271,
274-278 y 288-748 y, opcionalmente, la molécula de reconocimiento celular comprende un residuo de metionina del
extremo amino terminal.

Conjunto #10 - Moléculas de reconocimiento celular que comprenden un motivo de sefial de retencién/ recuperacién

del reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal y polipéptido efector de toxina Shiga en o en proximidades a

un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular

[0131] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular (que no forman parte de la presente
invencién reivindicada), cada una comprende (i} una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una
biomolécula diana extracelular, (i) un motivo de sefial de retencién/ recuperacion del reticulo endoplasmatico en el
extremo carboxi terminal; y (iii) un polipéptido efector de toxina Shiga; en donde el extremo amino terminal del
polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra en o préximo a un extremo amino terminal de un componente de
polipéptido de la molécula de reconocimiento celular. En determinadas moléculas de la divulgacién, la molécula de
reconocimiento celular comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula
diana extracelular, (ii) un motivo de sefial de retencion/ recuperacion del reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi
terminal de un miembro de la familia KDEL; (iii) un componente de polipéptido y (iv) un polipéptido efector de toxina
Shiga; en donde el extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra en o préximo a un
extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular. En determinadas
moléculas adicionales de la divulgacién, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se
orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal modo que la regién de unién no se ubica
en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la region de unién se ubica en la molécula de reconocimiento celular mas proxima al
extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal del polipéptido efector
de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la regiéon de unién no se ubica en
proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacién con el
polipéptido efector de toxina Shiga.

[0132] Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de
mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al
reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar
en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis y/o causar muerte celular.

[0133] En determinadas moléculas del Conjunto #10, el motivo de sefial de retencion/ recuperacién del reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal se selecciona entre el grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO:750),
HDEF (SEQ ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF (SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL (SEQ ID
NQO:755), YDEL (SEQ ID NO:756), HEEF (SEQ ID NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759), REEL
(SEQ ID NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL (SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID NO:764),
KEEL (SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766), KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL (SEQ ID
NO:769), KSEL (SEQ ID NO:770), KVEL (SEQ ID NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773), KEDL
(SEQ ID NO:774), KIEL (SEQ ID NO:775), DKEL (SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID NO:778),
KKEL (SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780), HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL (SEQ ID
NO:783), HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID NO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787), QDEL
(SEQ ID NO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL (SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID NO:792),
SDEL (SEQ ID NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794), SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL (SEQ ID
NQO:797).

[0134] En determinadas moléculas del Conjunto #10, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacion
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es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a la de una vigésima molécula
de reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la regién de union y la regién del
polipéptido efector de toxina Shiga que no se ubica en o en las proximidades al extremo amino terminal y/o es superior
a la de una vigesimoprimera molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular
a excepcion de que no comprende ningun motivo de sefial de retencién/ recuperacién del reticulo endoplasmatico en
el extremo carboxi terminal de la familia KDEL. En determinadas realizaciones adicionales, la vigésima molécula de
reconocimiento celular no comprende ninglin motivo de sefial de retencion/ recuperacion del reticulo endoplasmatico
en el extremo carboxi terminal de la familia KDEL. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la
molécula de reconocimiento celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotdxica,
tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con las vigésima
y/o vigesimoprimera moléculas de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién,
la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4
veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior que la citotoxicidad de las vigésima y/o
vigesimoprimera moléculas de reconocimiento celular para una segunda poblacion de células positivas diana, tal como
se analiza mediante valores CDsg.

[0135] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #10, la molécula de reconocimiento celular no es
citotéxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, las vigésima y/o vigésimo primera moléculas
de reconocimiento celular.

Formato multivalente de las moléculas de reconocimiento celular de la presente invencién

[0136] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién es multivalente.
En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende dos 0 mas
regiones de union, en donde cada union de regién es capaz de unirse de manera especifica a una parte extracelular
de la misma biomolécula diana extracelular. Para determinadas realizaciones adicionales, la administracién de la
molécula de reconocimiento celular multivalente a una poblacién de células acopladas fisicamente a una biomolécula
diana, que tiene la parte extracelular unida mediante dos o mas regiones de unién, da como resultado un efecto
citotoxico que es superior a un efecto citotdxico que es el resultado de la administracién de una cantidad, masa o
molaridad equivalente de un componente de molécula de unién diana de la molécula de reconocimiento celular
multivalente a una poblacién de las mismas células positivas diana bajo las mismas condiciones mediante un factor
de 2, 2,5, 3, 4, 5, 7,5, 10 o superior que el cambio de veces en reconocimiento-unién entre el componente de la
molécula de reconocimiento-unién monovalente y la molécula de reconocimiento celular monovalente tal como se
calcula mediante constante de disociacion (KD).

Conjunto #11 - Moléculas de reconocimiento celular multivalentes que comprenden un polipéptido efector de toxina

Shiga desinmunizado gque comprende un epitopo de célula T integrado o incluido, heterélogo y una subregién

desinmunizada no sobrepuesta

[0137] La presente divulgacién proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencion reivindicada) que comprenden (i) dos 0 mas regiones de unién, cada una capaz de unirse de
manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana y (ii) un como minimo un polipéptido efector
de toxina Shiga desinmunizado. Por ejemplo, en determinadas moléculas del Conjunto #11 la molécula de
reconocimiento celular multivalente comprende (i) dos 0 mas regiones de union, cada una de las cuales es capaz de
unirse de manera especifica a la misma biomolécula diana extracelular y (ii) como minimo un polipéptido efector de
toxina Shiga desinmunizado que comprende como minimo un epitopo incluido o incorporado, heterélogo (a) y como
minimo una regién de epitopo de célula B y/o T CD4+, alterada, endogena (b), en donde el epitopo heterdlogo no se
sobrepone sobre el epitopo de célula T integrado o incluido, heterélogo. Para determinadas moléculas adicionales de
la divulgacién, el como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado es capaz de mostrar como
minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo
endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. Para determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, tras la administracion de la molécula de reconocimiento celular multivalente a una
pluralidad de células que se acoplan de manera fisica a una biomolécula diana extracelular de dos 0 mas regiones de
union, que tienen la parte extracelular unida mediante dos o0 mas regiones de unién, a una concentracion de molécula
de reconocimiento celular multivalente equivalente al cinco por ciento, diez por ciento, veinte por ciento, treinta y cinco
por ciento, cincuenta por ciento, sesenta y cinco por ciento, setenta y cinco por ciento y/o ochenta por ciento de
ocupacioén de superficie celular, la mayor parte de la molécula de reconocimiento celular multivalente se internaliza en
la pluralidad de células en aproximadamente quince horas, diez horas, cinco horas, cuatro horas, tres horas, dos horas,
una hora, treinta minutos 0 menos a una temperatura fisiolégica adecuada para la célula y/o a aproximadamente 37
grados Celsius. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el epitopo de célula T, heterélogo es un
epitopo de célula T CD8+, tal como, por ejemplo, en lo que se refiere a un sistema inmune humano. Para determinadas
moléculas adicionales de la divulgacion, el epitopo de célula T, heterélogo es capaz de estar representado por una
molécula de MHC de clase | de una célula. En determinadas moléculas adicionales de |a divulgacion, la molécula de
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reconocimiento celular multivalente es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién
de ribosoma, causar citostasis, causar activacion de caspasa, causar muerte celular y/o administrar el epitopo de
célula T integrado o incluido, heterélogo a una molécula de MHC de clase | para su presentacion sobre una superficie
celular. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacioén, la molécula de reconocimiento celular multivalente
es capaz, cuando se introduce en células, de mostrar una citotoxicidad comparable o superior a |a citotoxicidad de una
molécula de referencia introducida en el mismo tipo de células. Los ejemplos no limitativos de moléculas de referenica
incluyen una segunda molécula de reconocimiento celular, tal como, por ejemplo, (1) una segunda molécula de
reconocimiento celular monovalente que comprende solamente una de las dos 0 mas regiones de unién de la molécula
de reconocimiento celular multivalente de interés y uno o mas de los mismos componentes de polipéptido efector de
toxina Shiga y/o (2) una tercera molécula de reconocimiento celular multivalente que consiste en la molécula de
reconocimiento celular multivalente a excepcién de todos de sus componentes del polipéptido efector de toxina Shiga,
donde cada uno comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje.

[0138] Cada uno de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado tiene un extremo amino
terminal, tanto en lo que se refiere a un limite regional de polipéptido y/como un terminal de polipéptido fisico.

[0139] En determinadas moléculas de la divulgacion, el como minimo un polipéptido efector de toxina desinmunizado
comprende una regién del fragmento A1 de toxina Shiga y/o una regién derivada del fragmento A1 de toxina Shiga
que tiene un extremo carboxi terminal. En determinadas moléculas de la divulgacion, el como minimo un polipéptido
efector de toxina desinmunizado comprende una regién del fragmento A1 de toxina Shiga y/o una regién derivada del
fragmento A1 de toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, todos los componentes de polipéptido efector de toxina de la molécula de reconocimiento celular
multivalente, cada uno comprende una region del fragmento A1 de toxina Shiga y/o una regién derivada del fragmento
A1 de toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal.

[0140] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular monovalente comprende
una fracciéon molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del
fragmento A1 de toxina Shiga y/o region derivada del fragmento A1 de toxina Shiga de como minimo un polipéptido
efector de toxina Shiga desinmunizado.

[0141] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente es capaz,
cuando se introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad y/o estabilidad in vivo mejorada en comparaciéon con una
molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una cuarta molécula de reconocimiento celular que consiste en la
molécula de reconocimiento celular multivalente a excepcion de que como minimo uno de los componentes del
polipéptido efector de toxina Shiga de la cuarta molécula de reconocimiento celular comprende un fragmento A1 de
toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo carboxi
terminal de su region del fragmento A1 o regién derivada del fragmento A1 de toxina Shiga. Para determinadas
moléculas adicionales de la divulgacion, (1) todos los polipéptidos efectores de toxina Shiga desinuminizados ubicados
en el extremo amino terminal en una fraccién molecular son no citotéxicos y (2) la fraccién molecular es citotoxica.

[0142] En determinadas moléculas del Conjunto #11, como minimo una de las dos o mas regiones de union y el
como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga se unen, tanto directamente como indirectamente, tal como, por
ejemplo, se fusionan para formar un polipéptido continuo (véase, la Figura 1). En determinadas moléculas adicionales
de la divulgacion, todas de las dos 0 mas regiones de unién se unen entre si, tanto directamente como indirectamente,
a un componente de polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado de la molécula de reconocimiento celular
multivalente (véase, por ejemplo, la Figura 1). En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, todas las dos
0 mas regiones de unién y todos los polipéptidos efectores de toxina Shiga desinmunizados se unen entre si, tanto
directamente como indirectamente, tal como, por ejemplo, se fusionan para formar un polipéptido continuo (véase, por
ejemplo, la Figura 1).

[0143] En determinadas moléculas del Conjunto #11, como minimo una de las regiones de unidon comprende un
polipéptido que comprende una regién de union de tipo inmunoglobulina. En determinadas moléculas adicionales de
la divulgacion, como minimo una de las dos 0 mas regiones de unién comprende un polipéptido seleccionado entre el
grupo que consiste en: un dominio VH autdénomo, fragmento de anticuerpo de dominio tUnico (sdAb), nanocuerpo,
dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un camélido (fragmento de dominio VuH o Vw), dominio de
anticuerpo de cadena pesada derivado de un pez cartilaginoso (fragmento de dominio VuH o VH), receptor de antigeno
nuevo de inmunoglobulina (IgNAR), fragmento Vnar, fragmento variable de cadena Unica (scFv), fragmento variable
de anticuerpo (Fv), fragmento de regién 3 determinante complementaria (CDR3), polipéptido FR3-CDR3-FR4 limitado
(FR3-CDR3- FR4), fragmento Fd, dominio inmunofarmacéutico modular pequefio (SMIP) domain, fragmento de unién
a antigeno (Fab), polipéptido de repeticién Armadillo (ArmRP), 10 dominio de fibronectina del tipo Il derivado de
fioronectina (10Fn3), dominio de tenascina del tipo 11l (TNfn3), dominio de motivo de repeticién de anquirina, dominio
A derivado del receptor de lipoproteina de baja intensidad (LDLR-A), lipocalina (anticalina), dominio de Kunitz, dominio
Z derivado de la proteina, dominio derivado de gamma-B cristalina, dominio derivado de ubiquitina, polipéptido
derivado de Sac7d (afitina), dominio SH2 derivado de Fyn, miniproteina, esqueleto de dominio similar a lectina del tipo
C, imitacién de anticuerpo modificado y cualquier equivalente manipulado genéticamente de cualquiera de los
anteriores que retienen funcionalidad de union. En determinadas moléculas de la divulgacion, cada una de las dos o
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mas regiones de la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende un polipéptido que comprende una
regién de unién del tipo inmunoglobulina y/o un polipéptido seleccionado entre el grupo que consiste en: un dominio
Vy autébnomo, un fragmento de anticuerpo de dominio nico (sdAb), nanocuerpo, un dominio de anticuerpo de cadena
pesada derivado de un camélido (fragmento de dominio Vu 0 VnH), un dominio de anticuerpo de cadena pesada
derivado de un pez cartilaginoso (fragmento de dominio VuH o VH), un receptor de antigeno nuevo de inmunoglobulina
(IgNAR), un fragmento Vnar, un fragmento variable de cadena Unica (scFv), un fragmento variable de anticuerpo (Fv),
un fragmento de regién 3 determinante complementaria (CDR3), un polipéptido de FR3-CDR3-FR4 limitado (FR3-
CDRS3-FR4), un fragmento Fd, un dominio inmunofarmacéutico modular pequefio (SMIP), un fragmento de unién a
antigeno (Fab), un polipéptido de repeticion Armadillo (ArmRP), 10 dominio de fibronectina de tipo Il derivado de
fioronectina (10Fn3), un dominio de tenascina de tipo 11l (TNfn3), un dominio de disefio de repeticiéon de anquirina, un
dominio A derivado de receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR-A), una lipocalina (anticalina), un dominio de
Kunitz, un dominio Z derivado de la proteina A, un dominio derivado de gamma-B cristalina, un dominio derivado de
ubiquitina, un polipéptido derivado de Sac7d (afitina), un dominio SH2 derivado de Fyn, miniproteina, un esqueleto de
dominio similar a lectina del tipo C, una imitacion de anticuerpo modificado y cualquier equivalente manipulado
genéticamente de cualquiera de los anteriores que retiene funcionalidad de unién.

[0144] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende dos
0 mas componentes proteinicos (por ejemplo, subunidades de proteina), en donde cada componente proteinico
comprende (a) como minimo una de las dos 0 mas regiones de unién y, opcionalmente, (b) uno o mas del como
minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado. En determinadas realizaciones adicionales, cada
componente proteinico comprende (1) solamente una de las dos regiones de union y (2) solamente un polipéptido
efector de toxina Shiga desinmunizado. En determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento
celular multivalente de la presente invencion comprende exactamente dos componentes proteinicos.

[0145] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende dos
0 mas componentes, en donde como minimo un componente esta asociado a la molécula de reconocimiento celular
multivalente a través de una o mas interacciones no covalentes. En determinadas realizaciones adicionales, como
minimo uno de los componentes es proteinico. En determinadas realizaciones adicionales, la molécula de
reconocimiento celular multivalente de la presente invencion comprende dos o mas componentes proteinicos
asociados uno con el otro, tanto directamente como indirectamente, a través de una o mas interacciones no covalentes.
En determinadas realizaciones adicionales, cada componente proteinico comprende (1) como minimo una de las dos
0 mas regiones de unién y (2) como minimo uno de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado.

[0146] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular multivalente de la presente invencién
comprende dos o mas polipéptidos efectores de toxina Shiga. En determinadas realizaciones, la molécula de
reconocimiento celular multivalente de la presente invencién comprende dos 0 mas componentes proteinicos (por
ejemplo, subunidades de proteina), en donde cada componente proteinico comprende (a) como minimo una de las
dos o mas regiones de union y, opcionalmente, (b) uno o mas polipéptidos efectores de toxina Shiga. En determinadas
realizaciones adicionales, cada componente proteinico comprende (1) solamente una de las dos 0 mas regiones de
union y (2) solamente un polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas realizaciones adicionales, la molécula
de reconocimiento celular multivalente de la presente invencién comprende dos o0 mas componentes (por ejemplo, un
componente proteinico), en donde como minimo un componente esté asociado a la molécula de reconocimiento celular
multivalente a través de una o mas interacciones no covalentes. En determinadas realizaciones adicionales, cada
componente proteinico comprende (1) como minimo una de las dos 0 mas regiones de unién y (2) como minimo un
polipéptido efector de toxina Shiga.

[0147] En determinadas moléculas de la divulgacién, un componente de polipéptido efector de toxina Shiga de la
molécula de reconocimiento celular multivalente de la presente divulgacion comprende una region del fragmento A1
de toxina Shiga y/o una regién derivada del fragmento A1 de toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, todos los componentes de polipéptido efector de toxina Shiga
de la molécula de reconocimiento celular multivalente, cada uno comprende una region del fragmento A1 de toxina
Shiga y/o una regién derivada del fragmento A1 de toxina Shiga que tiene un extremo carboxi terminal.

[0148] Para determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente es capaz
de mostrar (i} un nivel de actividad catalitica comparable con un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje o un
polipéptido efector de toxina de tipo salvaje, (ii) una actividad de inhibicién de ribosoma con un valor de concentracion
inhibidora media maxima (ICso) de 10.000 picomolares o inferior y/o (iii} un nivel importante de actividad catalitica de
toxina Shiga.

[0149] Para determinadas realizaciones del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente y/o su
como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar eficiencia de recorrido subcelular en
comparacién con una molécula de reconocimiento celular de referencia que comprende un fragmento A1 de toxina
Shiga de tipo salvaje o un polipéptido efector de toxina Shiga de tipo salvaje y/o es capaz de mostrar un nivel importante
de actividad de recorrido intracelular para el reticulo endoplasmatico y/o el citosol desde una ubicacién inicial
endosomica de la una célula.
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[0150] Para determinadas moléculas del Conjunto #11, a través de las cuales la administracién de la la molécula de
reconocimiento celular multivalente a una célula acoplada fisicamente a una biomolécula diana extracelular de dos o
mas regiones de unién de molécula de reconocimiento celular multivalente es capaz de causar la muerte de la célula.
En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la administracion de la molécula de reconocimiento celular
multivalente a dos poblaciones diferentes de tipos de células que se difieren en lo que respecta a la presencia o el
nivel de la biomolécula diana extracelular acoplada fisicamente, la molécula de reconocimiento celular multivalente es
capaz de causar muerte celular a los tipos de células acopladas fisicamente a una biomolécula diana extracelular de
las dos 0 mas regiones de unién de molécula de reconocimiento celular multivalente a una concentracién de CDso de
como minimo tres veces o inferior a la CDso para los tipos de células, que no se acoplan de manera fisica a una
biomolécula diana extracelular de las dos o0 mas regiones de unién de la molécula de reconocimiento celular
multivalente. Para determinadas moléculas de la divulgacion, conforme las cuales la administracién de la molécula de
reconocimiento celular multivalente a una primera poblacion de células cuyos miembros se acoplan fisicamente a
biomoléculas diana extracelulares de las dos o mas regiones de unidon de molécula de reconocimiento celular
multivalente y una segunda poblacion de células cuyos miembros no se acoplan fisicamente a ninguna biomolécula
diana extracelular de las dos o mas regiones de unién, el efecto citotdxico de la molécula de reconocimiento celular
multivalente para los miembros de dicha primera poblacion de células que tienen relaciéon con los miembros de dicha
segunda poblacién de células es como minimo 3 veces mayor. Para determinadas moléculas de la divulgacion,
conforme las cuales la administracion de la molécula de reconocimiento celular multivalente a una primera poblacién
de células cuyos miembros se acoplan fisicamente a una cantidad importante de biomoléculas diana extracelulares
de las dos 0 mas regiones de unién de molécula de reconocimiento celular multivalente y una segunda poblacién de
células cuyos miembros no se acoplan fisicamente a ninguna cantidad importante de ninguna biomolécula diana
extracelular de las dos o mas regiones de unién, el efecto citotéxico de la molécula de reconocimiento celular
multivalente para los miembros de dicha primera poblacion de células que tienen relaciéon con los miembros de dicha
segunda poblacién de células es como minimo 3 veces mayor. Para determinadas moléculas de la divulgacion,
conforme las cuales la administracion de la molécula de reconocimiento celular multivalente a una primera poblacién
de células positivas de biomolécula diana y una segunda poblacién de células cuyos miembros no expresan una
cantidad importante de una biomolécula diana de las dos 0 mas regiones de unién de la molécula de reconocimiento
celular multivalente en una superficie celular, el efecto citotoxico de la molécula de reconocimiento celular multivalente
para los miembros de la primera poblacién de células que tienen relaciéon con los miembros de la segunda poblacién
de células es como minimo 3 veces mayor.

[0151] Para determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente de la
presente divulgacion es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad con un valor de la
media de la concentracion inhibitoria media maxima (CDso) de 300 nanomolares (nM) o inferior y/o es capaz de mostrar
un nivel importante de citotoxicidad de toxina Shiga.

[0152] Para determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente es capaz
de administrar un epitopo de célula T CD8+ integrado o incluido, heterélogo a una via de presentaciéon de MHC de
clase | de una célula para la presentacién en la superficie celular del epitopo unido por una molécula de MHC de clase
l.

[0153] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende
una fraccién molecular asociada al extremo carboxi terminal del como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado. En determinadas moléculas de la divulgacion, la fraccién molecular comprende o consiste en una o
mas de dos o0 mas regiones de unién. En determinadas moléculas de la divulgacién, la fraccidon molecular comprende
como minimo un aminoacido y el como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado se une, tanto
directamente como indirectamente, a como minimo un residuo de aminoacido de la fraccion molecular. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la fracciéon molecular y el como minimo un polipéptido efector
de toxina Shiga desinmunizado se fusionan, tanto directamente como indirectamente, formando un polipéptido
continuo. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la(s) fraccion(es) molecular(es) se fusiona(n) con
el como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado, tanto directamente como indirectamente,
formando un polipéptido continuo.

[0154] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende
una fraccién molecular citotoxica asociada al extremo carboxi terminal del como minimo un polipéptido efector de
toxina Shiga desinmunizado. En determinadas realizaciones, la fraccién molecular citotoxica es un agente citotoxico,
tal como, por ejemplo, un agente quimioterapéutico de molécula pequefia, un agente antineoplasico, un antibiético
citotoxico, un antiinfeccioso citotoxico, un agente alquilante, un antimetabolito, un inhibidor de topoisomerasa y/o un
inhibidor de tubulina que un experto conoce y/o se describen en el presente documento. En determinadas realizaciones
adicionales, la fraccién molecular citotdxica es citotéxica a concentraciones inferiores a 10.000, 5.000, 1.000, 500 o
200 picomolares (pM).

[0155] En determinadas moléculas del Conjunto #11, las dos o més regiones de unién son capaces de unirse a una

biomolécula diana extracelular seleccionada entre el grupo que consiste en: CD20, CD22, CD40, CD74, CD79, CD25,
CD30, HER2/neu/ErbB2, EGFR, EpCAM, EphB2, antigeno de membrana especifico de préstata, Cripto, CDCP1,
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endoglina, proteina de activacion de fibroblasto, Lewis-Y, CD19, CD21, CS1/ SLAMF7, CD33, CD52, CD 133, CEA,
gpA33, mucina, TAG-72, receptor de transmembrana de proteina tirosina cinasa (ROR1 o NTRKR1), anhidrasa
carbonica IX, proteina de unién a folato, gangliésido GD2, gangliésido GD3, gangliésido GM2, gangliésido Lewis-Y2,
VEGFR, Alfa V beta3, Alfadbetal, ErbB1/EGFR, Erb3, ¢c-MET, IGF1R, EphA3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, RANK, FAP,
tenascina, CD64, mesotelina, BRCA1, MART-1/MelanA, gp100, tirosinasa, 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, HPVEG, SART-1, PRAME,
antigeno carcinoembrionario, antigeno especifico de préstata, antigeno de células madre de proéstata, 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, Ber-Abl, antigeno de alfa-fetoproteina, 17-A1, antigeno de
tumor de vejiga, SAIL, CD38, CD15, CD23, CD45 (receptor de proteina tirosina fosfatasa del tipo C), CD53, CD88,
CD129, CD183, CD191, CD193, CD244, CD294, CD305, C3AR, FceRla, galectina-9, IL-1R (receptor de interleucina-
1), mrp- 14, ligando de NKG2D, ligando 1 de muerte programada (PD-L1), Siglec-8, Siglec-10, CD49d, CD13, CD44,
CD54, CD63, CD69, CD123, TLR4, FceRla, IgE, CD107a, CD203¢, CD14, CD68, CD80, CD86, CD105, CD115, F4/80,
ILT-3, galectina-3, CD11a-c, GITRL, molécula de MHC de clase |, molécula de MHC de clase Il (opcionalmente en
complejo con un péptido), CD284 (TLR4), CD107-Mac3, CD195 (CCR5), HLA-DR, CD 16/32, CD282 (TLR2), Cd11c
y cualquier fragmento inmunogénico de cualquiera de los anteriores.

[0156] En determinadas moléculas del Conjunto #11, una o mas de las dos 0 mas regiones de unién se une, tanto
directamente como indirectamente, a como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado mediante
como minimo un enlace covalente que no es un enlace de disulfuro. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, una o mas de las dos o mas regiones de unién de molécula de reconocimiento celular multivalente se
fusiona, tanto directamente como indirectamente, con el extremo carboxi terminal del como minimo un polipéptido
efector de toxina Shiga desinmunizada para formar un polipéptido Unico, continuo. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, como minimo una de las dos 0 mas regiones de unién comprende una regidén de unién
de tipo inmunoglobulina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, cada una de todas de las dos o
mas regiones de uniéon de molécula de reconocimiento celular multivalente comprende una regién de unién de tipo
inmunoglobulina.

[0157] En determinadas moléculas del Conjunto #11, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o0 mas
mutaciones en el sitio de escisién por furina minimo que tiene relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga de tipo
salvaje. En determinadas moléculas de la divulgacion, el motivo de escisién por furina alterado no es un truncamiento
del extremo amino terminal de secuencias que se sobreponen con una parte o todo de como minimo un residuo de
aminoacido del sitio de escisién por furina minimo. En determinadas moléculas de la divulgacién, la mutacién en el
sitio de escision por furina minima es una supresién de aminoacido, insercién y sustitucién de como minimo un residuo
de aminodcido en el motivo de escisién por furina R/Y-x-x-R. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion,
el motivo de escision por furina alterado comprende como minimo una mutacién, que tienen relaciéon con una
subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como minimo un residuo de aminoacido en un
regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en
la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID NOs: 3 y 7-18) o la posicién de secuencia
de aminoacidos equivalente en cualquier subunidad A de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la mutacién es una sustitucién del residuos de aminoacido en un residuo de arginina por un residuo de
aminoacido cargado no positivamente.

[0158] En determinadas moléculas del Conjunto #11, como minimo una de las dos 0 mas regiones de unién comprende
el péptido o el polipéptido mostrado en cualquiera de SEQ ID NOs: 39- 245.

[0159] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende
el polipéptido expuesto en cualquiera de SEQ ID NOs: 252-255 y 288-748. En determinadas moléculas adicionales de
la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende o consiste esencialmente en dos
proteinas, cada proteina se selecciona entre cualquiera de los polipéptidos mostrados en SEQ ID NOs: 252- 255, 288
y 748, y, opcionalmente, cada proteina comprende adicionalmente un residuo de metionina del extremo amino
terminal.

[0160] En determinadas moléculas del Conjunto #11, como minimo una de las dos o mas regiones de unién cubre
estéricamente el extremo carboxi terminal de la region del fragmento A1 derivado de la regién de como minimo uno
de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la como minimo una de las dos o0 mas regiones de unidén cubre estéricamente los extremos carboxi
terminales de la regién de fragmento A1 o la regién derivada de fragmento A1 de todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga presentes en la molécula de reconocimiento celular multivalente. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, cada uno de los extremos carboxi terminales de la regién de fragmento A1 o la regién
derivada de fragmento A1 de cada componente de polipéptido efector de toxina Shiga presente en la molécula de
reconocimiento celular multivalente se cubre estéricamente por como minimo una de las dos 0 mas regiones de unién.

[0161] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la fraccidon molecular cubre estéricamente el extremo carboxi

terminal de la region del fragmento A1 y/o regién derivada del fragmento A1 de toxina Shiga de como minimo uno de
como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado. En determinadas moléculas adicionales de la
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divulgacion, la fraccion molecular comprende como minimo una de las dos o mas regiones de unién.

[0162] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la fraccién molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la region del fragmento A1 y/o regién derivada del fragmento A1 de toxina Shiga de como minimo uno de
como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la(s) fraccién(es) molecular(es) cubre(n) estéricamente los extremos carboxi terminales de la region de
fragmento A1 o la regién derivada de fragmento A1 de todos los componentes de polipéptido efector de toxina Shiga
presentes en la molécula de reconocimiento celular multivalente. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, cada uno de los extremos carboxi terminales de la region de fragmento A1 o la regién derivada de
fragmento A1 de cada componente de polipéptido efector de toxina Shiga presente en la molécula de reconocimiento
celular multivalente se cubre estéricamente por como minimo una de las fracciones moleculares. En determinadas
moléculas adicionales de la divulgaciéon, cada una de las fracciones moleculares presentes en la molécula de
reconocimiento celular multivalente comprende como minimo una de las dos o mas regiones de unién.

[0163] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende
como minimo una de las dos o0 mas regiones de unién y/o fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal
para los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1 de toxina Shiga y/o region derivada del fragmento
A1 de toxina Shiga de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la masa de |a regién de unién y/o la fraccion molecular es como minimo 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 superior. En determinadas
moléculas de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende las dos 0 mas regiones de
union y la fraccion molecular ubicada en la molécula de reconocimiento celular multivalente en una posicién del
extremo carboxi terminal para los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1 de toxina Shiga y/o la
region derivada del fragmento A1 de toxina Shiga de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado.

[0164] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende
la regién de unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular multivalente
retenga el nivel adecuado de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo,
citotoxicidad, recorrido intracelular y/o parametro(s) cinético(s) de internalizacién celular). En determinadas moléculas
del Conjunto #11, las dos 0 mas regiones de unién tienen una masa combinada de como minimo 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 superior, siempre y cuando la
molécula de reconocimiento celular multivalente retenga el nivel adecuado de la actividad biolégica de toxina Shiga
sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad, recorrido intracelular y/o parametro(s) cinético(s) de
internalizaciéon celular). En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, cada una de las dos o0 mas regiones
de unién de la molécula de reconocimiento celular multivalente comprende una region de uniéon con una masa de como
minimo 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 superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular multivalente retenga el nivel adecuado de la actividad
bioldégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad, recorrido intracelular y/o
parametro(s) cinético(s) de internalizacion celular).

[0165] En determinadas moléculas del Conjunto #11, como minimo una de las dos 0 mas regiones de unién esta
comprendida en una fraccién molecular relativamente grande tal como, por ejemplo, la fraccién molecular que tiene
una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular multivalente retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento.

[0166] En determinadas moléculas del Conjunto #11, como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado esta mas proximo a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de
reconocimiento celular multivalente que tiene relacién con cualquiera de las dos o mas regiones de unién. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, ninguna de las dos o0 mas regiones de unién comprendida en
la misma cadena de polipéptido de un componente de la molécula de reconocimiento celular multivalente que
comprende como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado, estd proxima a un extremo amino
terminal de aquella cadena de polipéptido que tiene relacién con como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado comprendido en aquella cadena de polipéptido. En determinadas moléculas de la divulgacion, el
extremo amino terminal de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga, desinmunizado se ubica en y/o
préoximo a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular
multivalente. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, los extremos amino terminales de todos los
polipéptidos efectores de toxina Shiga presentes en la molécula de reconocimiento celular multivalente se ubican en
y/o estan préximos a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento
celular multivalente. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, las dos o més regiones de unién y el
como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado se organizan u orientan fisicamente en la molécula
de reconocimiento celular multivalente de tal modo que ninguna de las dos o mas regiones de unién se ubica en
proximidades al extremo amino terminal de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmuizado que
tiene relacién con el extremo carboxi terminal de aquel componente de polipéptido efector de toxina Shiga. En
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determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, ninguna de las dos o mas regiones de unién se ubica en
proximidades a ningln extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene relacién
con como minimo un componente del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas de la
divulgacion, las dos o mas regiones de unién se unen en la molécula de reconocimiento celular multivalente mas
proxima al extremo carboxi terminal de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado que al
extremo amino terminal de aquel polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado. En determinadas moléculas de
la divulgacién, todos los componentes del polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado estan mas proximos a
un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente
que tiene relacién con cualquiera de las dos o0 mas regiones de unién comprendidas en la misma cadena de polipéptido
de aquel componente de polipéptido. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, las dos o0 mas regiones
de unién y el como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado se organizan u orientan fisicamente
en la molécula de reconocimiento celular multivalente de tal modo que ninguna de las dos 0 mas regiones de union se
ubica en proximidades al extremo amino terminal de ningln componente de polipéptido efector de toxina Shiga
desinmuizado que tiene relacion con el extremo carboxi terminal de aquel componente de polipéptido efector de toxina
Shiga. En determinadas moléculas de la divulgacién, todos los componentes del polipéptido efector de toxina Shiga
estan mas proximos a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento
celular multivalente que tiene relacién con cualquiera de las dos 0 mas regiones de unién comprendidas en la misma
cadena de polipéptido de aquel componente de polipéptido. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién,
las dos o mas regiones de unién se organizan u orientan fisicamente en la molécula de reconocimiento celular
multivalente de tal modo que ninguna de las dos 0 mas regiones de unién se ubica en proximidades al extremo amino
terminal de ninglin componente de polipéptido efector de toxina Shiga desinmuizado que tiene relacién con el exiremo
carboxi terminal de aquel componente de polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular multivalente es capaz, cuando se introduce en
células, de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una molécula de referencia tal como, por ejemplo, una
quinta molécula de reconocimiento celular que comprende un componente de polipéptido que tiene un extremo amino
terminal y que comprende las mismas dos o mas regiones de unién y el(los) mismo(s) polipéptido(s) efector(es) de
toxina Shiga desinmunizado(s) que no se ubican en o son préximo(s) a un extremo amino terminal fisico de un
componente de polipéptido de la quinta molécula de reconocimiento celular o una sexta molécula de reconocimiento
celular que comprende las mismas dos o mas regiones de unién y el(los) mismo(s) componente(s) de polipéptido
efector de toxina Shiga como la molécula de reconocimiento celular multivalente, en donde como minimo una de las
dos 0 mas regiones de unién se encuentra en las proximidades de un extremo amino terminal de un componente de
polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene relacién con todos los componentes de
polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgaciéon, la molécula de
reconocimiento celular muestra una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotdxica, tal como, por ejemplo, una
citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacién con la cuarta molécula de reconocimiento
celular. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento
celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces,
10 veces o superior que la citotoxicidad de la quinta y/o la sexta molécula de reconocimiento celular para una segunda
poblacion de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular multivalente no es citotdxica y es capaz, cuando
se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor desde un espacio extracelular a
un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacion con la eficiencia del recorrido
subcelular de la quinta y/o sexta moléculas de reconocimiento celular.

En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la quinta y/o la sexta molécula de reconocimiento celular
no comprende ningln extremo carboxi terminal, retencion de reticulo endoplasmatico/modelo de sefial de recuperacion
de la familia KDEL.

[0167] En determinadas moléculas del Conjunto #11, el extremo amino terminal del como minimo un polipéptido efector
de toxina Shiga, desinmunizado se ubica en y/o es préximo a un extremo amino terminal de un componente de
polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, los extremos amino terminales de todos los polipéptidos efectores de toxina Shiga presentes en la
molécula de reconocimiento celular multivalente se ubican en y/o estan préximos a un extremo amino terminal de un
componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado esta mas préximo
a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente
que tiene relacién con cualquiera de las dos o0 mas regiones de unién. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, ninguna de las dos o mas regiones de unién comprendidas en la misma cadena de polipéptido de un
componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente que comprende como minimo un
polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado, esta préxima a un extremo amino terminal de aquella cadena de
polipéptido que tiene relacién con como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado comprendido
en aquella cadena de polipéptido. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, las dos o mas regiones
de unién y el como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado se organizan u orientan fisicamente
en la molécula de reconocimiento celular multivalente de tal modo que ninguna de las dos 0 mas regiones de union se
ubica en proximidades al extremo amino terminal de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmuizado
que tiene relacion con el extremo carboxi terminal de aquel componente de polipéptido efector de toxina Shiga. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, ninguna de las dos o mas regiones de unién se ubica en
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proximidades a ningln extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene relacién
con como minimo un componente del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas de la
divulgacion, las dos o més regiones de unién se unen en la molécula de reconocimiento celular multivalente méas
proxima al extremo carboxi terminal de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado que al
extremo amino terminal de aquel polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, ninguna de las dos o0 mas regiones de unién se ubica en proximidades a ningin extremo
amino terminal de la molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene relacion con como minimo un
componente del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, las dos
0 mas regiones de unién se unen en la molécula de reconocimiento celular multivalente mas proxima al extremo
carboxi terminal de como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal de aquel
polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas de la divulgacion, todos los componentes del
polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado estan mas préximos a un extremo amino terminal de un componente
de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene relaciéon con cualquiera de las dos o
mas regiones de unién comprendidas en la misma cadena de polipéptido de aquel componente de polipéptido. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, las dos o mas regiones de unién y el como minimo un
polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado se organizan u orientan fisicamente en la molécula de
reconocimiento celular multivalente de tal modo que ninguna de las dos 0 mas regiones de unién se ubica en
proximidades al extremo amino terminal de ningiin componente de polipéptido efector de toxina Shiga desinmuizado
que tiene relaciéon con el extremo carboxi terminal de aquel componente de polipéptido efector de toxina Shiga. En
determinadas moléculas de la divulgacion, todos los componentes del polipéptido efector de toxina Shiga estan mas
préoximos a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular
multivalente que tiene relacion con cualquiera de las dos 0 mas regiones de uniéon comprendidas en la misma cadena
de polipéptido de aguel componente de polipéptido. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, las dos
0 mas regiones de unién se organizan u orientan fisicamente en la molécula de reconocimiento celular multivalente
de tal modo que ninguna de las dos 0 mas regiones de unién se ubica en proximidades al extremo amino terminal de
ningln componente de polipéptido efector de toxina Shiga desinmuizado que tiene relacién con el extremo carboxi
terminal de aquel componente de polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas moléculas de la divulgacién,
la molécula de reconocimiento celular muestra citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotoxica, tal como, por
ejemplo, citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la citotoxicidad de una
molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una séptima molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene
un extremo amino terminal y que comprende las mismas dos 0 mas regiones de unién y los mismos componentes de
polipéptido efector de toxina Shiga como la molécula de reconocimiento celular multivalente, en donde ninguno de los
componentes de polipéptido efector de toxina Shiga se ubica y/o esta préximo a un extremo amino terminal de un
componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente. Para determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular para una poblacién de células
positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior que la
citotoxicidad de la séptima molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacion de células positivas diana,
tal como se analiza mediante valores CDso. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de
reconocimiento celular multivalente no es citotéxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una
eficiencia de recorrido subcelular mayor desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo
endoplasmatico y/o citosol en comparacion con la eficiencia del recorrido subcelular de la séptima molécula de
reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la séptima molécula de
reconocimiento celular no comprende ningun extremo carboxi terminal, retencién de reticulo endoplasmatico/modelo
de sefial de recuperacion de la familia KDEL.

[0168] En determinadas moléculas adicionales del Conjunto #11, las dos 0 mas regiones de unién no se ubican en
proximidades un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular
multivalente que tiene relacion con como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, las dos o mas regiones de unién y el polipéptido efector de
toxina Shiga se organizan o se orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular multivalente de
tal modo que las dos 0 mas regiones de unién no se ubica en proximidades al extremo amino terminal de como minimo
un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizada. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion,
ninguna de las dos 0 mas regiones de unién comprendidas en la misma cadena de polipéptido de un componente de
la molécula de reconocimiento celular multivalente que comprende como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado, esta préxima a un extremo amino terminal de aquella cadena de polipéptido que tiene relacién con
como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado comprendido en aquella cadena de polipéptido.
En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el extremo amino terminal de como minimo un polipéptido
efector de toxina Shiga, desinmunizado se ubica en y/o esta préximo a un extremo amino terminal de un componente
de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, los extremos amino terminales de todos los polipéptidos efectores de toxina Shiga presentes en la
molécula de reconocimiento celular multivalente se ubican en y/o estan préximos a un extremo amino terminal de un
componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, las dos 0 mas regiones de unién y el como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado se organizan u orientan fisicamente en la molécula de reconocimiento celular multivalente de tal modo
que ninguna de las dos 0 mas regiones de unién se ubica en proximidades al extremo amino terminal de como minimo
un polipéptido efector de toxina Shiga desinmuizado que tiene relacién con el extremo carboxi terminal de aquel
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componente de polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, ninguna
de las dos o mas regiones de unién se ubica en proximidades a ningun extremo amino terminal de la molécula de
reconocimiento celular multivalente que tiene relacién con como minimo un componente del polipéptido efector de
toxina Shiga. En determinadas moléculas de la divulgacion, las dos o mas regiones de unién se unen en la molécula
de reconocimiento celular multivalente mas préxima al extremo carboxi terminal de como minimo un polipéptido efector
de toxina Shiga desinmunizado que al extremo amino terminal de aquel polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado. En determinadas moléculas de la divulgacion, todos los componentes del polipéptido efector de toxina
Shiga desinmunizado estan mas préximos a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la
molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene relacion con cualquiera de las dos o0 mas regiones de unién
comprendidas en la misma cadena de polipéptido de aquel componente de polipéptido. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, las dos 0 mas regiones de unién y el como minimo un polipéptido efector de toxina Shiga
desinmunizado se organizan u orientan fisicamente en la molécula de reconocimiento celular multivalente de tal modo
que ninguna de las dos o mas regiones de unién se ubica en proximidades al extremo amino terminal de ningun
componente de polipéptido efector de toxina Shiga desinmuizado que tiene relacién con el extremo carboxi terminal
de aquel componente de polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas de la divulgacion, todos los
componentes del polipéptido efector de toxina Shiga estdn mas proximos a un extremo amino terminal de un
componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene relacién con cualquiera de
las dos o mas regiones de uniébn comprendidas en la misma cadena de polipéptido de aquel componente de
polipéptido. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, las dos o mas regiones de unién se organizan
u orientan fisicamente en la molécula de reconocimiento celular multivalente de tal modo que ninguna de las dos o
mas regiones de unién se ubica en proximidades al extremo amino terminal de ninglin componente de polipéptido
efector de toxina Shiga desinmuizado que tiene relacién con el extremo carboxi terminal de aquel componente de
polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas moléculas de la divulgacién, la molécula de reconocimiento
celular muestra citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotdxica, tal como, por ejemplo, citotoxicidad 4 veces, 5
veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por
ejemplo, una octava molécula de reconocimiento celular multivalente que tiene un componente de polipéptido que
tiene un extremo amino terminal y que comprende las mismas dos o mas regiones de unién y el(los) mismo(s)
componente(s) de polipéptido efector de toxina Shiga como la molécula de reconocimiento celular multivalente, en
donde como minimo una de las dos o0 mas regiones de union se ubica en proximidades a un extremo amino terminal
de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular multivalente para cada uno de todos los
componentes de polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la
molécula de reconocimiento celular multivalente no es citotéxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de
mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de
un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacion con la eficiencia del recorrido subcelular de la octava molécula
de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la octava molécula de
reconocimiento celular no comprende ningln extremo carboxi terminal, retencién de reticulo endoplasmatico/motivo
de sefial de recuperacion de la familia KDEL.

[0169] En determinadas moléculas del Conjunto #11, la molécula de reconocimiento celular multivalente y/o un
componente de polipéptido de la misma comprende un extremo carboxi terminal, retencién de reticulo endoplasmatico/
motivo de sefial de recuperacion de un miembro de la familia KDEL. En determinadas realizaciones adicionales, el
motivo de sefial de retencién/ recuperacion del reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal se selecciona
entre el grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO:750), HDEF (SEQ ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF
(SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL (SEQ ID NO:755), YDEL (SEQ ID NQO:756), HEEF (SEQ ID
NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759), REEL (SEQ ID NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL
(SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID NO:764), KEEL (SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766),
KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL (SEQ ID NO:769), KSEL (SEQ ID NO:770), KVEL (SEQ ID
NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773), KEDL (SEQ ID NO:774), KIEL (SEQ ID NO:775), DKEL
(SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID NO:778), KKEL (SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780),
HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL (SEQ ID NO:783), HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID
NQO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787), QDEL (SEQ ID NO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL
(SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID NO:792), SDEL (SEQ ID NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794),
SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL (SEQ ID NO:797). En determinadas moléculas adicionales
de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular multivalente es capaz, cuando se introduce en las células, de
mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una novena
molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular con excepcioén de que no
comprende ningln motivo de sefial de retencidn/ recuperacion de reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal
de la familia KDEL. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular
es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como, por ejemplo, una
citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacién con una molécula de referencia, tal como,
por ejemplo, la novena molécula de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion,
la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacion para una poblacion de células
positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior que la
citotoxicidad de la novena molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién de células positivas diana,
tal como se analiza mediante valores CDso.
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[0170] Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular multivalente
muestra baja potencia citotdxica (es decir, no es capaz, cuando se introduce en determinados tipos de células diana
positivas, de mostrar una citotoxicidad mayor al 1% de muerte celular de una poblacién de células a una concentracion
de molécula de reconocimiento celular multivalente de 1000 nM, 500nM, 100 nM, 75 nM o 50 nM) y es capaz, cuando
se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor desde un espacio extracelular a
un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacion con la eficiencia del recorrido
subcelular de la segunda, tercera, cuarta, quinta, sexta, séptima, octava y /o novena molécula de reconocimiento
celular.

Conjunto #12 - Moléculas de reconocimiento celular multivalentes gue comprenden un motivo de sefial de retencién/
recuperacion del reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal v un polipéptido efector de toxina Shiga gue
comprende un epitopo de célula T integrado o incluido, heterdlogo

[0171] La presente divulgacién proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencion reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de union, cada una capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana; (ii) un polipéptido efector de
toxina Shiga que comprende un epitopo incluido o integrado, heterdlogo; y (iii) un motivo de sefial de retencién
/recuperacion del reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal. En determinadas moléculas de la divulgacion,
la molécula de reconocimiento celular comprende (i) dos o mas regiones de unién, cada una capaz de unirse de
manera especifica a una biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un
epitopo integrado o incluido, heterblogo; y (i} un motivo de sefial de retencién/ recuperaciéon de reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal de un miembro de la familia KDEL. Para determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién
efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de
una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica
un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas de la divulgacién, el epitopo
heterélogo es un epitopo de célula T CD8+, tal como, por ejemplo, en lo que se refiere a un sistema inmune humano.
Para determinadas realizaciones adicionales, el epitopo de célula T CD8+, heterblogo es capaz de estar representado
por una molécula de MHC de clase | de una célula. Para determinadas moléculas del Conjunto #12, la molécula de
reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma,
causar citostasis, causar muerte celular y/o administrar el epitopo de célula T incluido o incluido, heterélogo a una
molécula de MHC de clase | para su presentacién sobre una superficie celular.

[0172] En determinadas moléculas del Conjunto #12, el motivo de sefial de retencion/ recuperacién del reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal se selecciona entre el grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO:750),
HDEF (SEQ ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF (SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL (SEQ ID
NQO:755), YDEL (SEQ ID NO:756), HEEF (SEQ ID NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759), REEL
(SEQ ID NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL (SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID NO:764),
KEEL (SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766), KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL (SEQ ID
NQO:769), KSEL (SEQ ID NQ:770), KVEL (SEQ ID NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773), KEDL
(SEQ ID NO:774), KIEL (SEQ ID NO:775), DKEL (SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID NO:778),
KKEL (SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780), HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL (SEQ ID
NQO:783), HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID NO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787), QDEL
(SEQ D NQO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL (SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID NO:792),
SDEL (SEQ ID NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794), SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL (SEQ ID
NQ:797).

[0173] En determinadas moléculas del Conjunto #12, el epitopo de célula T integrado o incluido, heterdlogo altera la
regién del epitopo de célula B y/o célula T, enddégeno seleccionado entre el grupo de regiones de subunidad A de
toxina Shiga situado originalmente que consiste en: (i) 1-15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y
4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; y 53-66 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma;
(i) 94-115 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3 y 7-18; 204 de SEQ ID Nos: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de
SEQID NOs: 3y 7-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma; y (iii) 240-
260 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs:
3y 7-18; y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6, o la regioén equivalente en una subunidad A de toxina
Shiga o un derivado de la misma.

[0174] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #12, el epitopo heterélogo es un epitopo de célula T
CD8+ capaz de estar representado por una molécula de MHC de clase | de una célula. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el epitopo heterblogo se integra y reemplaza un ndmero equivalente de residuos de
aminoacidos en una regién del polipéptido de toxina Shiga de tipo salvaje, de tal modo que el polipéptido efector de
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toxina Shiga tiene el mismo ndmero total de residuos de aminoacidos como la region de polipéptido de toxina Shiga
del tipo salvaje de la que deriva. Para determinadas moléculas adicionales de cualquiera de las anteriores, el
polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga
seleccionada entre: dirigir el recorrido intracelular a un citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido,
inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica un ribosoma y citotoxicidad.

[0175] En determinadas moléculas del Conjunto #12, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una quinta molécula de reconocimiento
celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de que no comprende ningln motivo de
sefial de retencién/ recuperacién de reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal de la familia KDEL. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz de mostrar una
citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6
veces, 9 veces 0 superior en comparaciéon con la quinta molécula de reconocimiento celular. En determinadas
moléculas adicionales de la divulgacion, |a citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular para una poblacién
de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior que
la citotoxicidad de la quinta molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién de células positivas diana,
tal como se analiza mediante valores CDso.

[0176] Para determinadas moléculas del Conjunto #12, la molécula de reconocimiento celular es capaz de administrar
un epitopo de célula T CD8+ integrado o incluido, heterélogo a una via de presentacién de MHC de clase | de una
célula para la presentacion en la superficie celular del epitopo unido por una molécula de MHC de clase |.

[0177] Para determinadas moléculas del Conjunto #12, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido
al epitopo integrado o incluido, heterdlogo. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de
reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en comparacion
con una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una sexta molécula de reconocimiento celular que consiste en
la molécula de reconocimiento celular a excepcién de su carencia de uno o mas epitopos integrados o incluidos
presentes en la molécula de reconocimiento celular.

[0178] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #12, la molécula de reconocimiento celular no es
citotéxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la eficiencia del recorrido subcelular de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la quinta molécula de
reconocimiento celular.

Conjunto #13 — Moléculas de reconocimiento celular multivalentes que comprenden un polipéptido efector de toxina
Shiga que comprende (i) un epitopo de célula T integrado o incluido. heterdlogo v (ii) un motivo de escisién por furina,
alterado en el extremo carboxi terminal de una reqién derivada del fragmento Al

[0179] La presente divulgacién proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencion reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de union, cada una capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana; (ii) un polipéptido efector de
toxina Shiga que comprende un epitopo incluido o integrado, heterdlogo; y (iii} un motivo de escision por furina alterado.
En determinadas moléculas de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular comprende (i) una region de unién
capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula diana extracelular; (i} un polipéptido efector de toxina Shiga
que comprende (a) un epitopo incluido o integrado, heterblogo; (b) un fragmento A1 de toxina Shiga derivado de una
regién que tiene un extremo carboxi terminal; y (¢c) un motivo de escisién por furina alterado en el extremo carboxi
terminal de la region derivada del fragmento A1. En determinadas moléculas de la divulgacién, la molécula de
reconocimiento celular comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula
diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende (a) un epitopo incluido o integrado,
heterélogo; (b) un fragmento A1 de toxina Shiga derivado de una regién que tiene un extremo carboxi terminal; y (c)
un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la regién del fragmento A1. Para
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como
minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo
endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el epitopo heterblogo es un epitopo de célula T CD8+, tal como, por ejemplo, en lo que
se refiere a un sistema inmune humano, Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el epitopo de
célula T, heterélogo es capaz de estar representado por una molécula de MHC de clase | de una célula. En
determinadas moléculas adicionales de la presente invencién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno
0 mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcion de ribosoma, causar citostasis, causar muerte celular
y/o administrar el epitopo de célula T incluido o incluido, heterélogo a una molécula de MHC de clase | para su
presentacion sobre una superficie celular. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de
reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad comparable 0 mejor
que una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una segunda molécula del reconocimiento celular que consiste
en la molécula de reconocimiento celular a excepcién de como minimo uno de sus componentes de polipéptido efector
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de toxina Shiga, que comprende un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi
terminal de su regién de fragmento A1. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de
reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad comparable o0 mejor
que una segunda molécula de referencia que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcién de que
todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga comprenden un sitio de escisidén por furina de toxina
Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi terminal de su regién de fragmento A1.

[0180] En determinadas moléculas del Conjunto #13, el epitopo integrado o incluido, heterdlogo altera la region del
epitopo de célula B y/o célula T, enddgeno seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga
situada originalmente que consiste en: (i} 1-15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-
48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; y 53-66 de cualquiera de
SEQ ID NOs: 1-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma; (ii) 94-115 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID
NOs: 3 y 7-18; 179-190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18;
204 de SEQ ID Nos: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-
18, o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma; y (iii) 240-260 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera de SEQ ID NOs:
1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 285-
293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado
de la misma.

[0181] En determinadas moléculas del Conjunto #13, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como
minimo un residuo de aminoacido en un regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de
toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID
NOs: 3 y 7-18), o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en un sitio de escisién por furina
minimo del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el sitio de escision
por furina minimo se representa por la secuencia de aminoacidos de consenso R/Y-x-x-R y/o R- x-x-R.

[0182] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccién
molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1
de toxina Shiga o la region derivada del fragmento A1 de toxina Shiga.

[0183] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la regién de unién cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1 o la regién derivada del fragmento A1 de toxina Shiga.

[0184] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la fraccidon molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la region del fragmento A1 o la region derivada del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas
moléculas adicionales de la divulgacién, la fraccidon molecular comprende la regién de unién.

[0185] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la molécula de reconocimiento celular comprende una regién
de unién y/o una fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal para los extremos carboxi terminales de la
regién del fragmento A1 de toxina Shiga o la region derivada del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas
moléculas adicionales de la divulgacion, la masa de la region de unién y/o la fraccién molecular es como minimo 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 superior.

[0186] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido
intracelular).

[0187] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la regién de unién esta comprendida en una fraccién molecular
relativamente grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccion molecular con una masa de como minimo
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 superior, siempre
y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de la actividad biolégica de toxina Shiga
sefialado en el presente documento.

[0188] En determinadas moléculas del Conjunto #13, el motivo de escisién por furina alterado comprende una
sustitucion de residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina que tiene relacion con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la sustitucién del residuo de
aminoacido en el motivo de escision por furina es de un residuo de arginina por un residuo de aminoacido cargado no
positivamente seleccionado entre el grupo que consiste en: alanina, glicina, prolina, serina, treonina, aspartato,
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asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. En
determinadas realizaciones, la sustitucién del residuo de aminoacido en el motivo de escisién por furina es de un
residuo de arginina por una histidina.

[0189] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad comparable con la citotoxicidad de una séptima molécula de
reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de todos sus componentes
de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje
y/o un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo carboxi terminal de su regién del
fragmento A1 y/o region derivada del fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la
molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que se
encuentra en un intervalo desde 0,1 veces, 0,5 veces 0 0,75 veces hasta 1,2 veces, 1,5 veces, 1,75 veces, 2 veces, 3
veces, 4 veces 0 5 veces de la citotoxicidad mostrada por la séptima molécula de reconocimiento celular.

[0190] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de la
séptima molécula de reconocimiento celular. Para las moléculas de la divulgacién, en donde la fracciéon molecular no
es toxica y la fraccidon molecular comprende la regidén de unién, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando
se introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de la
séptima molécula de reconocimiento celular solamente cuando todas las regiones de unién de la molécula de
reconocimiento celular se asocian o se unen, tanto directamente como indirectamente, a un polipéptido efector de
toxina Shiga en una posicién del extremo carboxi terminal para el extremo carboxi terminal de la regién del fragmento
A1 de toxina Shiga y/o la region derivada del fragmento A1 de toxina Shiga de aquel polipéptido efector de toxina
Shiga.

[0191] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido al
epitopo integrado o incluido, heterélogo. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de
reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en comparacion
con una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una octava molécula de reconocimiento celular que consiste
en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de su carencia de uno o mas epitopos integrados o incluidos
presentes en la molécula de reconocimiento celular.

[0192] En determinadas moléculas del Conjunto #13, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido a
la alteracién del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en
comparacién con una novena molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a excepcion del motivo de escision por furina es de tipo salvaje y/o todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga consisten en un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje.

Conjunto #14 - Moléculas de reconocimiento celular multivalentes que comprenden un polipéptido efector de toxina
Shiga en o préximo a un extremo amino terminal y en donde el polipéptido efector de toxina Shiga comprende un
epitopo de célula T integrado o incluido, heterélogo

[0193] La presente divulgacién proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencion reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de union, cada una capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana; (ii) un polipéptido efector de
toxina Shiga que comprende un epitopo incluido o integrado, heterélogo; en donde el polipéptido efector de toxina
Shiga se encuentra en o es préximo a un extremo amino terminal de un polipéptido. En determinadas moléculas de la
divulgacion, la molécula de reconocimiento celular comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera
especifica a una biomolécula diana extracelular, (i) un componente de polipéptido y (iii) un polipéptido efector de toxina
Shiga que comprende un epitopo incluido o integrado, heterdlogo; en donde el polipéptido efector de toxina Shiga se
encuentra en o esta proximo a un extremo amino terminal del componente de polipéptido de la molécula de
reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la region de unién y el polipéptido
efector de toxina Shiga se organizan o se orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal
modo que la regién de unién no se ubica en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina
Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la regién de unién se ubica en la molécula de
reconocimiento celular mas préxima al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo
amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la
regién de unién no se ubica en proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular
que tiene relaciéon con el polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcion efectora de toxina
Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la
que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica un ribosoma,
causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el epitopo de
célula T, heterdlogo es un epitopo de célula T CD8+, tal como, por ejemplo, en lo que se refiere a un sistema inmune
humano. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el epitopo de célula T, heterblogo es capaz de
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estar representado por una molécula de MHC de clase | de una célula. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacion es capaz de uno o mas de lo siguiente:
penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis, causar muerte celular y/o administrar el
epitopo de célula T incluido o incluido, heterélogo a una molécula de MHC de clase | para su presentacion sobre una
superficie celular.

[0194] En determinadas moléculas del Conjunto #14, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a aquella de una décima molécula de reconocimiento
celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la regién de unién y la regién del polipéptido efector de
toxina Shiga, que no se posiciona en o en proximidades del extremo amino terminal de la décima molécula de
reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento
celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como, por ejemplo, una
citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la décima molécula de reconocimiento
celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento
celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces,
10 veces o superior que la citotoxicidad de la décima molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién
de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDsg.

[0195] Para determinadas moléculas del Conjunto #14, la molécula de reconocimiento celular es capaz de administrar
un epitopo de célula T CD8+ integrado o incluido, heterélogo a una via de presentacién de MHC de clase | de una
célula para la presentacion en la superficie celular del epitopo unido por una molécula de MHC de clase |.

[0196] En determinadas moléculas del Conjunto #14, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido al
epitopo integrado o incluido, heterélogo. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de
reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en comparacion
con una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una undécima molécula de reconocimiento celular que consiste
en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de su carencia de uno o mas epitopos integrados o incluidos
presentes en la molécula de reconocimiento celular.

[0197] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #14, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la décima molécula de reconocimiento
celular.

Conjunto #15 - Molécula de reconocimiento celular multivalente que comprende un polipéptido efector de toxina Shiga

desinmunizado que comprende un motivo de escisién por furina, alterado

[0198] La presente divulgacién proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencién reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de unién, cada una es capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana, y (ii} un polipéptido efector de
toxina Shiga, desinmunizado que comprende un motivo de escisién por furina alterado.En determinadas moléculas de
la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera
especifica a una biomolécula diana extracelular y (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado que
comprende (a) un fragmento A1 de toxina Shiga derivado de una regién que tiene un extremo carboxi terminal, (b) un
motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la region del fragmento A1 y (¢) como minimo
un epitopo de célula B y/o de célula T CD4+ y/o una regién de epitopo endégeno, alterado. Para determinadas
moléculas adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una
funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o
citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera
enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula,
inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis y/o causar muerte celular. Para determinadas moléculas adicionales
de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, mostrar una
citotoxicidad comparable o mejor que una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una segunda molécula del
reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de todos sus componentes
de polipéptido efector de toxina Shiga, que comprenden un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje
en el extremo carboxi terminal de su regién de fragmento A1.

[0199] En determinadas moléculas del Conjunto #15, el polipéptido efector de toxina Shiga comprende una mutacién
que tiene relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en la regién del epitopo de célula B y/o célula
T seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga situada originalmente que consiste en: 1-
15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-
48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 94-115 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-
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190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 204 de SEQ ID NO:3;
205 de cualquierade SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 240-260 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera de SEQ ID NOs:
1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 285-
293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado
de la misma. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, no existe ninguna alteracién que es un
truncamiento del extremo carboxi terminal de residuos de aminoacidos que se solapa con una parte o todo de como
minimo un epitopo de célula B y/o célula T y/o una regién de epitopo enddgeno, alterado.

[0200] En determinadas moléculas del Conjunto #15, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como
minimo un residuo de aminoacido en un regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de
toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID
NOs: 3 y 7-18), o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En
determinadas realizaciones adicionales, el motivo de escisién por furina alterado comprende una 0 mas mutaciones,
que tienen relacion con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en un sitio de escisién por furina minimo del
motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el sitio de escision por furina
minimo se representa por la secuencia de aminoacidos de consenso R/Y-x-x-R y/o R- x-x-R.

[0201] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccién
molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1
de toxina Shiga.

[0202] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la regién de unién cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1.

[0203] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la fraccidon molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la fraccién molecular
comprende la region de union.

[0204] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la molécula de reconocimiento celular comprende una regién
de union y/o una fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la
regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas realizaciones adicionales, la masa de la regién de unién
y/o la fraccién molecular es como minimo 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 superior.

[0205] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido
intracelular).

[0206] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la regién de unién esta formada por una fraccién molecular
relativamente mas grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccién molecular con una masa de como
minimo 4,5 kDa, 6 kDa, 9 kDa, 12 kDa, 10 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 41 kDa, 50 kDa, 100 kDa o superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de la actividad biolégica de toxina
Shiga sefialado en el presente documento.

[0207] En determinadas moléculas del Conjunto #15, el motivo de escisién por furina alterado comprende una
sustitucion de residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina que tiene relacion con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la sustitucién del residuo de
aminoacido en el motivo de escision por furina es de un residuo de arginina por un residuo de aminoacido cargado no
positivamente seleccionado entre el grupo que consiste en: alanina, glicina, prolina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. En
determinadas moléculas de la divulgacion, la sustitucion del residuo de aminoacido en el motivo de escisioén por furina
es de un residuo de arginina por una histidina.

[0208] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad comparable con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal
como, una duodécima molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a
excepcion de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento
A1 de toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escisién por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo
carboxi terminal de su regién del fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que se encuentra en
un intervalo desde 0,1 veces, 0,5 veces o 0,75 veces hasta 1,2 veces, 1,5 veces, 1,75 veces, 2 veces, 3 veces, 4
veces o0 5 veces de la citotoxicidad mostrada por la duodécima molécula de reconocimiento celular.
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[0209] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de la
duodécima molécula de reconocimiento celular.

[0210] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido a
la alteracién del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en
comparacién con una molécula de reconocimiento celular de referencia que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a excepcion del motivo de escision por furina es de tipo salvaje y/o todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga consisten en un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje tal como, por ejemplo, la
duodécima molécula de reconocimiento celular.

[0211] En determinadas moléculas del Conjunto #15, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacion
comprende dos proteinas seleccionadas entre cualquiera de los polipéptidos expuestos en cualquiera de SEQ ID NOs:
252-255, 259-271, 274-278 y 288-748 y que, opcionalmente, comprende un residuo de metionina del extremo amino
terminal.

Conjunto #16 - Molécula de reconocimiento celular multivalente que comprende un motivo de sefial de retencién/

recuperacion del reticulo _endoplasmatico_del extremo carboxi terminal y un polipéptido efector de toxina_ Shiga

desinmunizado

[0212] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencién reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de unién, cada una es capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana; (ii) un polipéptido efector de
toxina Shiga, desinmunizado y (i) un disefio de sefial de retencion/ recuperacién del reticulo endoplasmatico en el
extremo carboxi terminal. En determinadas moléculas de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular
comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula diana extracelular; (ii) un
polipéptido efector de toxina Shiga, desinmunizado que comprende como minimo un epitopo de célula B y/o célula T
CD4+, endbgeno, alterado y (i) un motivo de sefial de retencion/ recuperacion del reticulo endoplasmatico del extremo
carboxi terminal de un miembro de la familia KDEL. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el
polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como,
por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente
el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o
causar citotoxicidad. En determinadas moléculas adicionales de |a divulgacién, la molécula de reconocimiento celular
es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis y/o
causar muerte celular.

[0213] En determinadas moléculas del Conjunto #16, el motivo de sefial de retencioén/ recuperacion del reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal se selecciona entre el grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO:750),
HDEF (SEQ ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF (SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL (SEQ ID
NQO:755), YDEL (SEQ ID NO:756), HEEF (SEQ ID NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759), REEL
(SEQ ID NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL (SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID NO:764),
KEEL (SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766), KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL (SEQ ID
NO:769), KSEL (SEQ ID NO:770), KVEL (SEQ ID NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773), KEDL
(SEQ ID NO:774), KIEL (SEQ ID NO:775), DKEL (SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID NO:778),
KKEL (SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780), HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL (SEQ ID
NO:783), HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID NO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787), QDEL
(SEQ ID NO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL (SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID NO:792),
SDEL (SEQ ID NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794), SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL (SEQ ID
NQO:797).

[0214] En determinadas moléculas del Conjunto #16, el polipéptido efector de toxina Shiga comprende una mutacién
que tiene relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en la regién del epitopo de célula B y/o célula
T seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga situada originalmente que consiste en: 1-
15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-
48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 94-115 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18;
179-190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 204 de SEQ ID
Nos: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 240-260 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18;
y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un
derivado de la misma. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, no existe ninguna alteracion que es
un truncamiento del extremo carboxi terminal de residuos de aminoacidos que se solapa con una parte o todo de como
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minimo un epitopo de célula B y/o célula T y/o regién de epitopo enddgeno, alterado.

[0215] En determinadas moléculas del Conjunto #16, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una decimotercera molécula de
reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a la excepcion de que no comprende
ningun disefio de sefial de retencion/ recuperacion de reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal de la familia
KDEL. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de
mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotoxica, tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces,
5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la decimotercera molécula de reconocimiento celular. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular para
una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces
0 superior que la citotoxicidad de la decimotercera molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién
de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDsg.

[0216] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #16, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la decimotercera molécula de reconocimiento
celular.

Conjunto #17 - Molécula de reconocimiento celular multivalente gue comprende una polipéptido efector de toxina Shiga

desinmunizado en o0 préximo a un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular

[0217] La presente divulgacién proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencién reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de unién, cada una es capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana; (i) un polipéptido efector de
toxina Shiga, desinmunizado; en donde el polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra en o es préximo a un
extremo amino terminal. En determinadas moléculas de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular
comprende (i) una regién de unién capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula diana extracelular, (ii) un
componente de polipéptido vy (iii} un polipéptido efector de toxina Shiga desinmunizado que comprende como minimo
un epitopo de célula B y/o célula T CD4+ y/o una region de epitopo alterado, endégeno; en donde el polipéptido efector
de toxina Shiga se encuentra en o esta préximo a un extremo amino terminal del componente de polipéptido de la
molécula de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la region de union y el
polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento
celular de tal modo que la regién de unién no se ubica en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido
efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la region de unién se ubica en la
molécula de reconocimiento celular méas proxima al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga
que al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la regién de unién no se ubica en proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de
reconocimiento celular que tiene relacién con el polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién
efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de
una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica
un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la
molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién
de ribosoma, causar citostasis y/o causar muerte celular.

[0218] En determinadas moléculas del Conjunto #17, el polipéptido efector de toxina Shiga comprende una mutacién
que tiene relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en la regién del epitopo de célula B y/o célula
T seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga situada originalmente que consiste en: 1-
15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-
48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 94-115 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-
190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 204 de SEQ ID Nos:
3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 240-260 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; 254-268 de cualquiera de
SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y
7-18;y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga
o un derivado de la misma. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, no existe ninguna alteracion que
es un truncamiento del extremo carboxi terminal de residuos de aminoacidos que se solapa con una parte o todo de
como minimo un epitopo de célula B y/o célula T y/o regién de epitopo endégeno, alterado.

[0219] En determinadas moléculas del Conjunto #17, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se

introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a aquella de una decimocuarta molécula de
reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la region de union y el polipéptido efector
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de toxina Shiga, que no se posiciona en o en proximidades del extremo amino terminal de la decimocuarta molécula
de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento
celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como, por ejemplo, una
citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la decimocuarta molécula de
reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la citotoxicidad de la molécula de
reconocimiento celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces,
8 veces, 9 veces, 10 veces o superior que la citotoxicidad de la decimocuarta molécula de reconocimiento celular para
una segunda poblacién de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso.

[0220] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #17, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la decimocuarta molécula de reconocimiento
celular.

[0221] En determinadas moléculas del Conjunto #17, la molécula de reconocimiento celular comprende dos proteinas
seleccionadas entre cualquiera de los polipéptidos expuestos en cualquiera de SEQ ID NOs: 252-255, 259-271, 274-
278 y 288-748 y que, opcionalmente, comprende un residuo de metionina del extremo amino terminal.

Conjunto_#18 - Molécula de reconocimiento celular multivalente _que comprende un_motivo _de seial de

retencién/recuperacién de reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal y un polipéptido efector de toxina

Shiga que comprende un motivo de escisién por furina alterado

[0222] La presente divulgacién proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencién reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de unién, cada una es capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana; (ii) un polipéptido efector de
toxina Shiga, que comprende un motivo de escision por furina alterado; y (iii) un motivo de sefial de retencién/
recuperacion del reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal. La presente divulgacién proporciona
moléculas de reconocimiento celular, cada una comprende (i) una regiéon de unién capaz de unirse de manera
especifica a una biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de toxina Shiga que comprende un motivo
de escision por furina alterado; y (iii) un motivo de sefial de retencién/ recuperacién del reticulo endoplasmatico en el
extremo carboxi terminal de un miembro de la familia KDEL. Para determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcion efectora de toxina
Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la
que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica un ribosoma,
causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de
reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma,
causar citostasis y/o causar muerte celular. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz, cuando se introduce en las células, mostrar una citotoxicidad comparable o mejor
que una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una segunda molécula del reconocimiento celular que consiste
en la molécula de reconocimiento celular a excepcién de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina
Shiga, que comprende un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi terminal de
su region de fragmento A1.

[0223] En determinadas moléculas del Conjunto #18, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como
minimo un residuo de aminoacido en un regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de
toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID
NOs: 3 y 7-18), o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en un sitio de escisién por furina
minima del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el sitio de escision
por furina minimo se representa por la secuencia de aminoacidos de consenso R/Y-x-x-R y/o R- x-x-R.

[0224] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccién
molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1
de toxina Shiga.

[0225] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la regién de unién cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1.

[0226] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la fraccidon molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1. En determinadas realizaciones adicionales, la fraccién molecular comprende
la regioén de unioén.

[0227] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
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unién y/o una fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la
regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la masa de la
regién de unién y/o la fraccidon molecular es como minimo 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 superior.

[0228] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido
intracelular).

[0229] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la regién de unién esta formada por una fraccién molecular
relativamente mas grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccién molecular con una masa de como
minimo 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 superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de la actividad biolégica de toxina
Shiga sefialado en el presente documento.

[0230] En determinadas moléculas del Conjunto #18, el motivo de escisién por furina alterado comprende una
sustitucion de residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina que tiene relacion con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la sustitucién del residuo de
aminoacido en el motivo de escision por furina es de un residuo de arginina por un residuo de aminoacido cargado no
positivamente seleccionado entre el grupo que consiste en: alanina, glicina, prolina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. En
determinadas moléculas de la divulgacion, la sustitucion del residuo de aminoacido en el motivo de escisioén por furina
es de un residuo de arginina por una histidina.

[0231] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una decimoquinta molécula de
reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a la excepcion de que no comprende
ningun disefio de sefial de retencion/ recuperacion de reticulo endoplasmatico del extremo carboxi terminal de la familia
KDEL. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de
mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotoxica, tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces,
5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la decimoquinta molécula de reconocimiento celular. En
determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular para
una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces
o superior que la citotoxicidad de la decimoquinta molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién de
células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso.

[0232] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de una
decimosexta molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion
de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento A1 de
toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en su extremo carboxi
terminal de su regién del fragmento A1.

[0233] En determinadas moléculas del Conjunto #18, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido a
la alteracién del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en
comparacién con una molécula de reconocimiento celular de referencia que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a excepcion del motivo de escision por furina es de tipo salvaje y/o todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga consisten en un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje tal como, por ejemplo, la
decimosexta molécula de reconocimiento celular.

[0234] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #18, la molécula de reconocimiento celular no es
citotoxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, la decimoquinta molécula de reconocimiento
celular.

Conjunto #19 — Molécula de reconocimiento celular multivalente que comprende un polipéptido efector de toxina Shiga
resistente a la escisidn por furina en o en proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento
celular

[0235] La presente divulgacién proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencién reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de unién, cada una es capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana y (ii) un polipéptido efector de
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toxina Shiga que comprende un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi terminal de su region del
fragmento A de toxina Shiga; en donde el extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra
en o es préximo a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento
celular. En determinadas moléculas de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular comprende (i) una regién
de unién capaz de unirse de manera especifica a una biomolécula diana extracelular; (ii) un polipéptido efector de
toxina Shiga que tiene un extremo amino terminal y un fragmento A1 de toxina Shiga derivado de una regién que tiene
un extremo carboxi terminal; y (iii) un motivo de escision por furina alterado en el extremo carboxi terminal de la region
del fragmento A1;en donde la regién de unién no se ubica en proximidades al extremo amino terminal de la molécula
de reconocimiento celular que tiene relacion con el polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se orientan
fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal modo que la regiéon de unién no se ubica en
proximidades al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la region de unién se ubica en la molécula de reconocimiento celular mas proxima al
extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal del polipéptido efector
de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la regiéon de unién no se ubica en
proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacién con el
polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el polipéptido efector
de toxina Shiga es capaz de mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir
el recorrido intracelular al reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido,
inhibir una funcién de ribosoma, desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar
citotoxicidad. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es
capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis y/o
causar muerte celular. Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento
celular es capaz, cuando se introduce en células, de mostrar una citotoxicidad comparable o0 mejor que una molécula
de referencia, tal como, por ejemplo, una decimoséptima molécula de reconocimiento celular que consiste en la
molécula de reconocimiento celular a excepcién de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga,
que comprenden un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi terminal de su
region de fragmento Afl.

[0236] En determinadas moléculas del Conjunto #19, el motivo de escisién por furina alterado comprende una o mas
mutaciones, que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como
minimo un residuo de aminoacido en un regién ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de
toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0 en la posicién 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID
NOs: 3 y 7-18), o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En
determinadas realizaciones adicionales, el motivo de escisién por furina alterado comprende una 0 mas mutaciones,
que tienen relacion con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, en un sitio de escisién por furina minimo del
motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, el sitio de escision por furina
minimo se representa por la secuencia de aminoacidos de consenso R/Y-x-x-R y/o R- x-x-R.

[0237] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccién
molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1
de toxina Shiga.

[0238] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la regién de unién cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1.

[0239] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la fraccidon molecular cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la fraccién molecular
comprende la region de union.

[0240] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unidn y/o una fraccion molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la
regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la masa de la
regién de unién y/o la fraccidon molecular es como minimo 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 superior.

[0241] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la molécula de reconocimiento celular comprende una region de
unién con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado
de la actividad biolégica de toxina Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido
intracelular).

[0242] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la regién de unién esta comprendida en una fraccién molecular
relativamente grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccion molecular con una masa de como minimo
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 superior, siempre
y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de la actividad biolégica de toxina Shiga
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sefialado en el presente documento.

[0243] En determinadas moléculas del Conjunto #19, el motivo de escisién por furina alterado comprende una
sustitucion de residuo de aminoacido en el motivo de escision por furina que tiene relacion con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la sustitucién del residuo de
aminoacido en el motivo de escision por furina es de un residuo de arginina por un residuo de aminoacido cargado no
positivamente seleccionado entre el grupo que consiste en: alanina, glicina, prolina, serina, treonina, aspartato,
asparagina, glutamato, glutamina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. En
determinadas moléculas de la divulgacion, la sustitucion del residuo de aminoacido en el motivo de escisioén por furina
es de un residuo de arginina por una histidina.

[0244] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a aquella de una decimoctava molécula de
reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la region de union y el polipéptido efector
de toxina Shiga, que no se posiciona en o en proximidades del extremo amino terminal de la decimoctava molécula
de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento
celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como, por ejemplo, una
citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacién con la decimoctava molécula de
reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la citotoxicidad de la molécula de
reconocimiento celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces,
8 veces, 9 veces, 10 veces o superior que la citotoxicidad de la decimoctava molécula de reconocimiento celular para
una segunda poblacién de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso.

[0245] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad in vivo mejorada en comparacién con la tolerabilidad in vivo de una
decimonovena molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a excepcion
de todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, donde cada uno comprende un fragmento A1 de
toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escision por furina de toxina Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi
terminal de su regién del fragmento A1.

[0246] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la molécula de reconocimiento celular se desinmuniza debido a
la alteracién del motivo de escision por furina. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de mostrar menor antigenicidad relativa y/o inmunogenicidad relativa en
comparacién con una molécula de reconocimiento celular de referencia que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a excepcion del motivo de escision por furina es de tipo salvaje y/o todos los componentes de polipéptido
efector de toxina Shiga consisten en un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje tal como, por ejemplo, la
decimonovena molécula de reconocimiento celular.

[0247] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #19, la molécula de reconocimiento celular de la
presente divulgacion no es citotdxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de
recorrido subcelular mayor desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo
endoplasmatico y/o citosol en comparacion con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo,
la decimonovena molécula de reconocimiento celular.

[0248] En determinadas moléculas del Conjunto #19, la molécula de reconocimiento celular comprende dos proteinas
seleccionadas entre cualquiera de los polipéptidos expuestos en cualquiera de SEQ ID NOs: 252-255, 259-271, 274-
278 y 288-748 y que, opcionalmente, comprende un residuo de metionina del extremo amino terminal.

Conjunto #20 - Molécula de reconocimiento celular multivalente gue comprende un motivo de sefial de retencién/

recuperacion del reticulo endoplasmaético del extremo carboxi terminal y polipéptido efector de toxina Shiga en 0 en

proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de reconocimiento celular molécula

[0249] La presente divulgacion proporciona moléculas de reconocimiento celular multivalentes (que no forman parte
de la presente invencion reivindicada), cada una comprende (i) dos 0 mas regiones de union, cada una capaz de
unirse de manera especifica a una parte extracelular de la misma biomolécula diana; (i) un motivo de sefial de
retencion/ recuperacién del reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal y (iii} un polipéptido efector de
toxina Shiga;

en donde el extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra en y/o es proximo a un
extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento celular. En determinadas
moléculas de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular comprende (i} una region de unién capaz de unirse
de manera especifica a una biomolécula diana extracelular, (iiy un motivo de sefial de retencién/ recuperacion del
reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal de un miembro de la familia KDEL; (iii} un componente de
polipéptido y (iv) un polipéptido efector de toxina Shiga; en donde el extremo amino terminal del polipéptido efector de
toxina Shiga se encuentra en o esta proximo a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la
molécula de reconocimiento celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la regién de union y el
polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento
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celular de tal modo que la regién de unién no se ubica en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido
efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la regién de union se ubica en la
molécula de reconocimiento celular méas proxima al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga
que al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la regién de unién no se ubica en proximidades a un extremo amino terminal de la molécula de
reconocimiento celular que tiene relacion con el polipéptido efector de toxina Shiga.

[0250] Para determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de
mostrar como minimo una funcién efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, dirigir el recorrido intracelular al
reticulo endoplasmatico y/o citosol de una célula en la que esta presente el polipéptido, inhibir una funcién de ribosoma,
desactivar de manera enzimatica un ribosoma, causar citostasis y/o causar citotoxicidad. En determinadas moléculas
adicionales de la divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz de uno o mas de lo siguiente: penetrar
en una célula, inhibir una funcién de ribosoma, causar citostasis y/o causar muerte celular.

[0251] En determinadas moléculas del Conjunto #20, el motivo de sefial de retencioén/ recuperacion del reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal se selecciona entre el grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID NO:750),
HDEF (SEQ ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF (SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL (SEQ ID
NQO:755), YDEL (SEQ ID NO:756), HEEF (SEQ ID NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759), REEL
(SEQ ID NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL (SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID NO:764),
KEEL (SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766), KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL (SEQ ID
NO:769), KSEL (SEQ ID NO:770), KVEL (SEQ ID NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773), KEDL
(SEQ ID NO:774), KIEL (SEQ ID NO:775), DKEL (SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID NO:778),
KKEL (SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780), HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL (SEQ ID
NO:783), HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID NO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787), QDEL
(SEQ ID NO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL (SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID NO:792),
SDEL (SEQ ID NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794), SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL (SEQ ID
NQO:797).

[0252] En determinadas moléculas del Conjunto #20, la molécula de reconocimiento celular es capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar citotoxicidad que es superior a aquella de una vigésima molécula de
reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la region de unién y la regién del
polipéptido efector de toxina Shiga, que no se posiciona en o en proximidades del extremo amino terminal de la
vigesimoprimera molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento celular a
excepcion de que no comprende ningin disefio de sefial de retencidn/ recuperacion de reticulo endoplasmatico en el
extremo carboxi terminal de la familia KDEL. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacién, la vigésima
molécula de reconocimiento celular no comprende ningin motivo de sefial de retencion/ recuperacion de reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal de la familia KDEL. En determinadas moléculas adicionales de la
divulgacion, la molécula de reconocimiento celular es capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia citotoxica mejor
optimizada, tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacion
con una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, las vigésima y/o vigesimoprimera moléculas de reconocimiento
celular. En determinadas moléculas adicionales de la divulgacion, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento
celular para una poblacién de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces,
10 veces o superior que la citotoxicidad de las vigésima y/o vigesimoprimera moléculas de reconocimiento celular para
una segunda poblacién de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso.

[0253] Para determinadas moléculas adicionales del Conjunto #20, la molécula de reconocimiento celular no es
citotéxica y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor
desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacién
con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, las vigésima y/o vigesimoprimera moléculas
de reconocimiento celular.

Realizaciones adicionales de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién

[0254] En determinadas realizaciones, la carga del epitopo de célula T CD8+ se fusiona, tanto directamente como
indirectamente, con el polipéptido efector de toxina Shiga y/o la regién de union. En determinadas realizaciones
adicionales, la molécula de reconocimiento celular comprende un polipéptido de cadena Unica que comprende la
regién de unién, el polipéptido efector de toxina Shiga y la carga del epitopo de célula T CD8+ heterdlogo, tal como se
expone en las reivindicaciones.

[0255] En determinadas realizaciones, la region de unién comprende dos 0 mas cadenas de polipéptidos y la carga
del epitopo de célula T CD8+ heterdlogo se fusiona, tanto directamente como indirectamente, con un polipéptido que
comprende el polipéptido efector de toxina Shiga y una de las dos o mas cadenas de polipéptidos de la regién de
unién, tal como se expone en las reivindicaciones.

[0256] La molécula de reconocimiento celular de la presente invencién definida en las reivindicaciones comprende una
carga de epitopo de célula T CD8+ que se posiciona en el extremo carboxi terminal de la molécula de reconocimiento
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celular para el extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas realizaciones
adicionales, la molécula de reconocimiento celular comprende dos, tres, cuatro, cinco 0 mas cargas de epitopo de
célula T CD8+ heter6loga ubicadas en el extremo carboxi terminal de la molécula de reconocimiento celular para el
extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga, tal como se expone en las reivindicaciones.

[0257] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular comprende una carga de epitopo de
célula T CD8+ heterblogo en el extremo carboxi terminal.

[0258] Para determinadas realizaciones, tras la administracion de la molécula de reconocimiento celular a una célula
diana unida fisicamente a una biomolécula diana extracelular de la regién de unién, la molécula de reconocimiento
celular es capaz de causar la interaccion intracelular de la célula diana mediante la célula inmune CD8+.

[0259] Para determinadas realizaciones, tras la administracion de la molécula de reconocimiento celular de la presente
invencién a una célula diana unida fisicamente a una biomolécula diana extracelular de la regién de unién, la molécula
de reconocimiento celular es capaz de causar la interaccién intracelular de la célula diana mediante la célula inmune
CD8+. Para determinadas realizaciones adicionales, tras la administraciéon de la molécula de reconocimiento celular
de la presente invencion a una célula diana acoplada fisicamente a una biomolécula diana extracelular de la region de
unién, la molécula de reconocimiento celular es capaz de causar muerte de la célula diana. Para determinadas
realizaciones adicionales la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién muestra una citotoxicidad
que es como minimo 3 veces superior a una primera poblacién de células cuyos miembros estan fisicamente unidos
a una biomolécula diana extracelular unida mediante la region de unién en comparacién con una segunda poblacion
de células cuyos miembros no estan fisicamente unidos a ninguna biomolécula diana extracelular unidad a la regién
de unién. En determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento celular comprende o consiste en
el polipéptido de cualquiera de SEQ ID NOs: 389-404, 407, 420-421, 425-429, 459-473 y 656, tal como se enumera
en las reivindicaciones; o el polipéptido de cualquiera de SEQ ID NOs: 389-404, 407 y 656, que comprende
adicionalmente un residuo de metionina del extremo amino terminal. En determinadas realizaciones, el polipéptido
efector de toxina Shiga descrito en el presente documento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada)
comprende una mutacion que tiene relacién con una subunidad A de origen natural de un miembro de la familia de
toxina Shiga que cambia la actividad enzimatica del polipéptido efector de toxina Shiga, la mutacion seleccionada entre
como minimo una eliminacién, insercién o sustitucion de residuo de aminoacido que reduce o elimina la citotoxicidad
del polipéptido efector de toxina. En determinadas realizaciones, la regién de unién comprende la carga del epitopo
de célula T CD8+, heterélogo, si el epitopo CD8+ - péptido es autégeno o heterdlogo en lo que se refiere a la regién
de unioén.

[0260] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga se fusiona con una regién de unién, tanto
directamente como indirectamente, tal como, por ejemplo, a través de un enlazador conocido por el experto.

[0261] En realizaciones determinadas, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccién molecular
ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales de la regién del fragmento A1 de toxina
Shiga.

[0262] El polipéptido efector de toxina Shiga comprendido en la molécula de reconocimiento celular de la presente
invencién definida en las reivindicaciones comprende un motivo de escision por furina alterado en su extremo carboxi
terminal.

[0263] Para determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz de
mostrar (i) un nivel de actividad catalitica comparable con un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje o un
polipéptido efector de toxina Shiga de tipo salvaje, (ii) una actividad de inhibicién de ribosoma con un valor de la media
de la concentracién inhibidora maxima (ICso) de 10.000 picomolares o inferior y/o (iii) un nivel importante de actividad
catalitica de toxina Shiga.

[0264] Para realizaciones determinadas, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz,
cuando se introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad con un valor de la media de la concentracién inhibitoria
maxima (CDso) de 300 nM o inferior y/o es capaz de mostrar un nivel importante de citotoxicidad de toxina Shiga.

[0265] Para determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacién (que no
forma parte de la presente invencion reivindicada) muestra baja potencia citotdxica (es decir, no es capaz, cuando se
introduce en determinados tipos de células diana positivas, de mostrar una citotoxicidad mayor al 1% de muerte celular
de una poblacién de células a una concentracion de molécula de reconocimiento celular de 1000 nM, 500 nM, 100 nm,
75 nM o 50 nM).

[0266] La molécula de reconocimiento celular de la presente invencién o un componente de polipéptido de la misma,
puede comprender un motivo de sefial de retenciéon/ recuperacion de reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi
terminal de un miembro de la familia KDEL. Por ejemplo, el motivo de sefial de retencion/ recuperacion de reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal se puede seleccionar entre el grupo que consiste en: KDEL (SEQ ID
NO:750), HDEF (SEQ ID NO:751), HDEL (SEQ ID NO:752), RDEF (SEQ ID NO:753), RDEL (SEQ ID NO:754), WDEL
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(SEQ ID NO:755), YDEL (SEQ ID NO:756), HEEF (SEQ ID NO:757), HEEL (SEQ ID NO:758), KEEL (SEQ ID NO:759),
REEL (SEQ ID NO:760), KAEL (SEQ ID NO:761), KCEL (SEQ ID NO:762), KFEL (SEQ ID NO:763), KGEL (SEQ ID
NO:764), KEEL (SEQ ID NO:765), KLEL (SEQ ID NO:766), KNEL (SEQ ID NO:767), KQEL (SEQ ID NO:768), KREL
(SEQ ID NO:769), KSEL (SEQ ID NO:770), KVEL (SEQ ID NO:771), KWEL (SEQ ID NO:772), KYEL (SEQ ID NO:773),
KEDL (SEQ ID NO:774), KIEL (SEQ ID NQO:775), DKEL (SEQ ID NO:776), FDEL (SEQ ID NO:777), KDEF (SEQ ID
NO:778), KKEL (SEQ ID NO:779), HADL (SEQ ID NO:780), HAEL (SEQ ID NO:781), HIEL (SEQ ID NO:782), HNEL
(SEQ ID NO:783), HTEL (SEQ ID NO:784), KTEL (SEQ ID NO:785), HVEL (SEQ ID NO:786), NDEL (SEQ ID NO:787),
QDEL (SEQ ID NO:788), REDL (SEQ ID NO:789), RNEL (SEQ ID NO:790), RTDL (SEQ ID NO:791), RTEL (SEQ ID
NO:792), SDEL (SEQ ID NO:793), TDEL (SEQ ID NO:794), SKEL (SEQ ID NO:795), STEL (SEQ ID NO:796) y EDEL
(SEQ ID NO:797). La molécula de reconocimiento celular de la presente invencion puede ser capaz, cuando se
introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad que es superior a la de una molécula de referencia, tal como,
por ejemplo, una vigésimo segunda molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula de reconocimiento
celular a la excepcion de que no comprende ningun motivo de sefial de retencion/ recuperaciéon de reticulo
endoplasmatico en el extremo carboxi terminal de la familia KDEL. La molécula de reconocimiento celular de la
presente invencién puede ser capaz de mostrar una citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como,
por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6 veces, 9 veces 0 superior en comparacién con una molécula de
referencia, tal como, por ejemplo, la vigésimo segunda molécula de reconocimiento celular. La citotoxicidad de la
molécula de reconocimiento celular de la presente invencién para una poblacion de células diana positivas puede ser
3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 superior a la citotoxicidad de la vigésimo
segunda molécula de reconocimiento celular para una segunda poblacién de células dina positivas, tal como se analiza
mediante valores CDso.

[0267] El polipéptido efector de toxina Shiga de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion definido
en las reivindicaciones comprende un epitopo de célula T CD8+ heterdlogo integrado.

[0268] El polipéptido efector de toxina Shiga de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion definido
en las reivindicaciones comprende una alteracion de como minimo una regién de epitopo de célula B y/o célula T,
enddgeno que no se sobrepone con el epitopo heterdlogo integrado.

[0269] En determinadas realizaciones, el extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga se encuentra
en y/o es proximo a un extremo amino terminal de un componente de polipéptido de la molécula de reconocimiento
celular. En determinadas realizaciones adicionales, la regién de unién no se ubica en proximidades al extremo amino
terminal de la molécula de reconocimiento celular que tiene relacion con el polipéptido efector de toxina Shiga. En
determinadas realizaciones adicionales, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se organizan o se
orientan fisicamente dentro de la molécula de reconocimiento celular de tal modo que la regién de unién no se ubica
en proximidades al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas realizaciones
adicionales, la regién de unién se ubica en la molécula de reconocimiento celular méas préxima al extremo carboxi
terminal del polipéptido efector de toxina Shiga que al extremo amino terminal del polipéptido efector de toxina Shiga.
Para determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento celular dada a conocer en el presente
documento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada) no es citotdxica y es capaz, cuando se introduce
en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular mayor desde un espacio extracelular a un
compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en comparacion con la citotoxicidad de una
molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una vigésimo tercera molécula de reconocimiento celular que tiene un
extremo amino terminal y que comprende la regién de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga, que no se
posiciona en o es proximo al extremo amino terminal de la tercera molécula de reconocimiento celular. Para
determinadas realizaciones adicionales, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencidon muestra
citotoxicidad con potencia mejor optimizada, citotéxica, tal como, por ejemplo, una citotoxicidad 4 veces, 5 veces, 6
veces, 9 veces 0 superior en comparacion con la citotoxicidad de la vigésimo tercera molécula de reconocimiento
celular. Para determinadas realizaciones adicionales, la citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular de la
presente invencion para una poblacion de células positivas diana es 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8
veces, 9 veces, 10 veces o superior que la citotoxicidad de la vigésimo tercera molécula de reconocimiento celular
para una segunda poblacion de células positivas diana, tal como se analiza mediante valores CDso. En determinadas
realizaciones adicionales, la vigésimo tercera molécula de reconocimiento celular no comprende ningin motivo de
sefial de retencién/ recuperacion de reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi terminal de la familia KDEL.

[0270] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga dado a conocer en el presente documento
(que no forma parte de la presente invencién reivindicada) comprende adicionalmente una alteracién en la regién del
epitopo de célula B y/o célula T seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga situada
originalmente que consiste en: 1-15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y
7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera
de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-
18; 94-115 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 204 de SEQ ID Nos: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de
SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 240-260 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2
y 4-6; 254-268 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 281-297 de
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cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; o la regién equivalente en
una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma. En determinadas realizaciones adicionales de la
divulgacion, no existe ninguna alteracién que es un truncamiento del extremo carboxi terminal de residuos de
aminoacidos que se solapa con una parte o todo de como minimo un epitopo de célula B y/o célula T y/o regién de
epitopo endégeno, alterado.

[0271] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga dado a conocer en el presente documento
(que no forma parte de la presente invencién reivindicada) comprende adicionalmente una mutacién, que tiene relacién
con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje en el residuo de aminoacido inmunogénico de célula B
seleccionado entre el grupo de residuos de aminoacidos de subunidad A de toxina Shiga posicionado originalmente:
L49, D197, D198, R204 y R205.

[0272] En determinadas realizaciones de la divulgacion (que no forma parte de la presente invencién reivindicada), el
epitopo de célula T integrado o incluido, heterblogo altera la region del epitopo de célula B y/o célula T, endégeno
seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad A de toxina Shiga situadas originalmente que consiste en: (i} 1-
15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-
48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18, o la regién equivalente en
una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma; (ii}) 94-115 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 141-153 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-190 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 204 de SEQ ID NOs: 3; 205 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1- 2y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18, o la regién equivalente en una subunidad A de
toxina Shiga o derivado de la misma; y (iii) 240-260 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 243-257 de cualquiera de
SEQID NOs: 1-2 y 4-6; 254-268 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 262-278 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y
7-18; 281-297 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; y 285-293 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6, 0 una
regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma.

[0273] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga de la divulgacién (que no forma parte de
la presente invencién reivindicada) comprende una mutacion, que tiene relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga
de tipo salvaje en la region del epitopo de célula B y/o célula T seleccionada entre el grupo de regiones de subunidad
A de toxina Shiga posicionadas originalmente que consiste en: (i} 1-15 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14
de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; y
53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de
la misma, en donde no existe una alteraciéon que es un truncamiento de extremo amino terminal de secuencias que se
sobreponen con una parte o todo de como minimo una regién de epitopo alterado; (ii) 94-115 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 179-
190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 204 de SEQ ID NO: 3;
205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18, o la region equivalente
en una subunidad A de toxina Shiga o derivado de la misma, en donde no existe una alteracién que es un truncamiento
de extremo amino terminal de secuencias que se sobreponen con una parte o todo de como minimo una regién de
epitopo alterado.

[0274] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga de la divulgacién (que no forma parte de
la presente invencion reivindicada) comprende una alteracién de como minimo una regién del epitopo endégeno
seleccionada entre el grupo de subunidades A de toxina Shiga situadas originalmente que consiste en: (ii} 94-115 de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID
NOs: 3 y 7-18; 179-190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18;
204 de SEQ ID NO: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1- 2 y 4-6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-
18, o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma.

[0275] En determinadas realizaciones divulgacion (que no forman parte de la presente invencion reivindicada), el
polipéptido efector de toxina Shiga no comprende un epitopo de célula T, limitado a MHC de clase |. Los epitopos de
célula T limitados a MHC de clase | se conocen bien en la técnica o se pueden pronosticar por el experto. El término
heterélogo hace referencia a epitopos de célula T, limitados a MHC de clase | que no estan presentes originalmente
en subunidades A de toxina Shiga de tipo salvaje, tales como, por ejemplo, la subunidad A de toxina Shiga de tipo
salvaje que tiene la relacion mas estrecha con el polipéptido efector de toxina Shiga de interés.

[0276] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga descrito en el presente documento (que
no forma parte de la presente invencién reivindicada) comprende alteraciones de como minimo cuatro, cinco, seis,
siete, ocho 0 mas regiones de epitopo de célula B y/o célula T endbégenas.

[0277] En determinadas realizaciones de la divulgacion (que no forman parte de la presente invencion reivindicada),

una o mas alteraciones comprenden una sustitucién de residuo de aminoacido que tiene relacién con una subunidad
A de toxina Shiga de tipo salvaje.

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2971981 T3

[0278] En determinadas realizaciones de la divulgacion (que no forman parte de la presente invencion reivindicada),
una o mas regiones de epitopo de célula B y/o célula T endégenas comprenden una pluralidad de sustituciones de
residuo de aminoacido que tiene relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje.

[0279] En determinadas realizaciones de la divulgacion (que no forman parte de la presente invencion reivindicada),
como minimo una, dos, tres o cuatro alteraciones comprenden una pluralidad de sustituciones de residuo de
aminoacido en la regién de epitopo de célula B y/o célula T, endégeno que tiene relacién con una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje.

[0280] En determinadas realizaciones de la divulgacion (que no forman parte de la presente invencion reivindicada),
como minimo una alteracién comprende una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o mas sustituciones de residuo
de aminoé&cido que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje y, opcionalmente, en donde
como minimo una sustitucion se produce en el residuo de aminoacido de subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje
seleccionado entre el grupo que consiste en: 1 de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:2; 4 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2,
o0 SEQ ID NO:3; 6 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 8 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID
NO:3; 9 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 11 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 12 de
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 33 de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:2; 43 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID
NO:2; 44 de SEQ ID NO:1 o0 SEQ ID NO:2; 45 de SEQ ID NO:1 o0 SEQ ID NO:2; 46 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2,
0 SEQ ID NO:3; 47 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 48 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 49 de SEQ
ID NO:1, SEQ ID NO:2, o0 SEQ ID NO:3; 50 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 51 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 53
de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 54 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 55 de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID
NO:2; 56 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 57 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 58 de
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 59 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 60 de SEQ ID NO:1
0 SEQ ID NO:2; 61 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 62 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 84 de SEQ ID NO:1 0 SEQ
ID NO:2; 88 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 94 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 96
de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 104 de SEQ ID NO:1 o0 SEQ ID NO:2; 105 de SEQ ID NO:1 o0 SEQ
ID NO:2; 107 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 108 de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2; 109 de SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 110 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 111 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o
SEQ ID NO:3; 112 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 141 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID
NO:3; 147 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 154 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 179 de SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 180 de SEQ ID NO:1 o0 SEQ ID NO:2; 181 de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:2;
183 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 184 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 185 de
SEQ ID NO:1 o0 SEQ ID NO:2; 186 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o0 SEQ ID NO:3; 187 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID
NO:2; 188 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 189 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 197 de SEQ ID NO:3; 198 de SEQ
ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 204 de SEQ ID NO:3; 205 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 247 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID
NO:2; 247 de SEQ ID NO:3; 248 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 250 de SEQ ID NO:3; 251 de SEQ ID NO:1 0 SEQ
ID NO:2; 264 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 265 de SEQ ID NO:1 o0 SEQ ID NO:2; y 286 de SEQ
ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2; o el residuo de aminoacido equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado
de la misma. En determinadas realizaciones adicionales, como minimo dos alteraciones cada una comprende
sustituciones de como minimo un residuo de aminoacido que tienen relacién con una subunidad A de toxina Shiga de
tipo salvaje forman el grupo que consiste en: 1 de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:2; 4 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2,
0 SEQ ID NO:3; 8 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 9 de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID
NO:3; 11 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 33 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 43 de SEQ ID NO:1 0
SEQ ID NO:2; 45 de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:2; 47 de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:2; 48 de SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO:2, o0 SEQ ID NO:3; 49 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 53 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 55 de SEQ ID
NO:1 o SEQ ID NO:2; 58 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 59 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ
ID NO:3; 60 de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2; 61 de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2; 62 de SEQ ID NO:1 o SEQ ID
NO:2; 94 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o0 SEQ ID NO:3; 96 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 109
de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO:3; 110 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 112 de SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:2, o SEQ ID NO:3; 147 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 179 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o
SEQ ID NO: 3; 180 de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2; 181 de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2; 183 de SEQ ID NO:1,
SEQ ID SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 184 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 0 SEQ ID NO: 3; 185 de SEQ ID NO:1 o
SEQ ID NO:2; 186 de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 187 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 188 de
SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2; 189 de SEQ ID NO:1 o0 SEQ ID NO:2; 204 de SEQ ID NO:3; 205 de SEQ ID NO:1 o
SEQ D NO:2; 247 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:2; 247 de SEQ ID NO:3; 250 de SEQ ID NO:3; 264 de SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, o SEQ ID NO:3; 265 de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2; y 286 de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2; o el
residuo de aminoacido equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma.

[0281] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga descrito en el presente documento (que
no forma parte de la presente invencion reivindicada) comprende una alteracién de como minimo tres regiones del
epitopo de célula B y/o célula T enddgeno seleccionadas entre el grupo que consiste en: (i) 1-15 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-2 y 4-6; 3-14 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3y 7-18; 27-37
de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-48 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 3y 7-18; y 53-66 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18, o la regién equivalente en una subunidad A de toxina
Shiga o un derivado de la misma, en donde no existe una alteracién que es un truncamiento de extremo amino terminal
de residuos de aminoéacido que se sobreponen con una parte o todo de como minimo una regién de epitopo de célula
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B y/o célula T, endbgeno, alterado; (ii) 94-115 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-18; 141-153 de cualquiera de SEQ ID
NOs: 1-2 y 4-6; 140-156 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 179-190 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6;
179-191 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 204 de SEQ ID Nos: 3; 205 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-
6; y 210-218 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18, o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o
un derivado de la misma, en donde no existe una alteracién que es un truncamiento de extremo carboxi terminal de
residuos de aminoacido que se sobreponen con una parte o todo de como minimo un epitopo y/o una regioén de epitopo
de célula B y/o célula T, enddgeno, alterado.

[0282] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga descrito en el presente documento (que
no forma parte de la presente invencién reivindicada) comprende alteraciones de como minimo dos regiones del
epitopo de célula B y/o célula T endbégeno en donde cada alteracion comprende una o mas sustituciones de residuo
de aminoacido y en donde las regiones de epitopo de célula B y/o célula T, endbégeno seleccionadas entre el grupo
de regiones de subunidad A de toxina Shiga situadas originalmente que consisten en: 3-14 de cualquiera de SEQ ID
NOs: 3 y 7-18; 26-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 27-37 de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 39-48
de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6; 42-48 de cualquiera de SEQ ID NOs: 3 y 7-18; 53-66 de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-18; o la region equivalente en una subunidad A de toxina Shiga o un derivado de la misma.

[0283] En determinadas realizaciones de la divulgacion (que no forman parte de la presente invencion reivindicada),
el epitopo de célula T, heterblogo, integrado o incluido, no altera ninguna regién de epitopo de célula B y/o célula T
CD4+, endégeno descrita en el presente documento.

[0284] En determinadas realizaciones de la divulgacion (que no forman parte de la presente invencion reivindicada),
como minimo una alteraciéon comprende una o mas sustituciones de residuo de aminoacido que tienen relacién con
una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje se selecciona entre el grupo que consiste en: D para A, D para G, D
paraV,Dparal,Dparal, DparaF, D para S, D paraQ, D paraM, D para R, E para A, E para G, E para V, E para L,
Eparal, EparaF, E para S, E para Q, E para N, E para D, E para M, E para R, F para A, F para G, F para V, F para
L, Fparal, G para A, Gpara P, H para A, Hpara G, Hpara V, H para L, H para |, H para F, H para M, | para A, | para
V, I para G, | paraC, Kpara A, Kpara G, Kpara V, Kpara L, K para |, K para M, K para H, L para A, L para V, L para
G, L para C, Npara A, N para G, N para V, Npara L, N para |, N para F, P para A, P para G, P para F, R para A, R
para G, RparaV, Rparal, Rparal, RparaF, RparaM, RparaQ, Rpara S, R paraK, R para H, S para A, S para
G,SparaV,Sparal,Sparal, SparaF,SparaM, TparaA, TparaG, TparaV, Tparal, Tparal, T paraF, T para
M, Tpara S, VparaA,VparaG, Ypara A, YparaG, YparaV,Yparal, Yparal, YparaF,YparaMe Y paraT. En
determinadas realizaciones adicionales de la divulgacién, una o mas sustituciones de residuo de aminoacido que tiene
relacién con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje se selecciona entre el grupo que consiste en: D para A,
D para G, DparaV, D paral, Dparal, DparaF, Dpara S, D para Q, E para A, E para G, E para V, E para L, E para
I, EparaF, E para S, E para Q, E para N, E para D, E para M, E para R, G para A, H para A, H para G, H para V, H
paral, Hparal, H para F, H para M, K para A, K para G, Kpara V, Kpara L, K para |, K para M, K para H, L para A,
L para G, N para A, N para G, N para V, NparalL, N para |, N para F, P para A, P para G, P para F, R para A, R para
G,RparaV,Rparal, Rparal, RparaF, RparaM, RparaQ, Rpara S, RparaK, R paraH, S para A, SparaG, S
paraV,Sparal,Sparal, SparaF,SparaM, TparaA, TparaG, TparaV, Tparal, Tparal, TparaF, TparaM, T
para S, Y para A, Ypara G, YparaV, Yparal, Yparal, YparaF eY para M.

[0285] En determinadas realizaciones de la divulgacion (que no forman parte de la presente invencion reivindicada),
como minimo una de las alteraciones comprende una o mas sustituciones de residuo de aminoacido que tienen
relaciéon con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje seleccionada entre el grupo que consiste en: K1 para A,
G V,L,I,F,MyH; T4dparaA,G,V,L,I,F, My §; D6 paraA, G, V,L,|,F,S,QyR; S8 paraA, G, V,|,L,FyM; T9
paraA, G, V,I,L,F, My S;S9paraA, G, V,L,,FyM; Ki1paraA G, V,L,I,F, MyH; T12para A, G, V, |, L, F, M,
SyK;S12paraA,G,V,|,L,FyM; S33 paraA, G, V,L,|,F,MyC; S43 paraA, G, V,L, |, Fy M; G44 para Ao L; S45
paraA, G, V,L, |, FyM; T45para A, G, V,L, |, Fy M; G46 para Ay P; D47 para A, G, V, L, |, F, S, My Q; N48 para
A GV, L,MyF;L49paraA,V,CyG; Y49 paraA, G, V,L,|,F, My T; F50 para A, G, V, L, | y T; A51 ; D53 para A,
G V,L,I,F,SyQ; Vo4 paraA, G, lyL;R55paraA, G, V,L,I,F,M,Q, S, Ky H; G56 para Ay P; 157 para A, G, Vy
M; L57 para A, V,C, G, My F; D58 para A, G, V,L, |, F, Sy Q; P59 para A, Gy F; E60 para A, G, V, L, I, F, S, Q, N,
D,M, TyR;E61paraA,G,V,L, |,F,S,Q,N,D, MyR; G62 para A; R84 para A, G, V,L,|,F, M, Q, S, Ky H; V88
paraAyG; 188 paraA,V,Cy G; D94 paraA,G,V,L, |,F,SyQ; S96 paraA,G,V,,L,FyM; T104 para A, G, V, L,
I, F, M; y N; A105 para L; T107 para A, G, V, L, |, F, My P; S107 para A, G, V, L, I, F, My P; L108 para A, V, C y G;
S109 para A, G, V, I, L, Fy M; T109 para A, G, V, |, L, F, My S; G110 para A; S112 para A, G, V, L, |, Fy M; D111
paraA, G, V,L,I,F, 8, Qy T;S112paraA, G, V,L, |, Fy M; D141 para A, G, V, L, |, F, Sy Q; G147 para A; V154
paraAy G. R179paraA, G, V,L,I,F, M, Q, S, KyH; T180 para A, G, V,L, |, F, My S; T181 para A, G, V, L, , F, M
yS; D183 para A, G, V,L,|,F,SyQ; D184 paraA,G,V,L,|,F,SyQ; L1855 paraA, G,VyC; S186 para A, G, V, |,
L, Fy M; G187 para A; R188 para A, G, V,L, |, F, M, Q, S, Ky H; S189 para A, G, V, |, L, Fy M; D197 para A, G, V,
L,I,F,SyQ; D198 paraA, G, V,L, |, F, Sy Q; R204 para A, G, V,L, I, F, M, Q, S, Ky H; R205 para A, G, V, L, |, F,
M, Q, S,KyH;S247 para A, G, V,|,L, Fy M; Y247 para A, G, V, L, |, Fy M; R248 para A, G, V,L, I, F, M, Q, S, Ky
H; R250 para A, G, V,L, |, F,M, Q, S, Ky H; R251 para A, G, V, L, I, F, M, Q, S, Ky H; D264 para A, G, V, L, |, F, Sy
Q; G264 para A;y T286 para A, G, V,L,|,F, My S.

[0286] Para realizaciones determinadas, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz,
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cuando se introduce en un cordato, de mostrar tolerabilidad y/o estabilidad mejorada in vivo en comparaciéon con una
molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una vigésimo cuarta molécula de reconocimiento celular que consiste
en la molécula de reconocimiento celular a excepcion de que todos sus componentes de polipéptido efector de toxina
Shiga cada uno comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje y/o un sitio de escision por furina de toxina
Shiga de tipo salvaje en el extremo carboxi terminal de su region del fragmento A1. En determinadas realizaciones
adicionales de la divulgacién (que no forman parte de la presente invencién reivindicada), el polipéptido efector de
toxina Shiga no es citotdxico y la fraccidon molecular es citotdxica.

[0287] En determinadas realizaciones, la region de unién y el polipéptido efector de toxina Shiga se juntan, tanto
directamente como indirectamente.

[0288] En determinadas realizaciones, la region de unién comprende como minimo un péptido y/o polipéptido. En
determinadas realizaciones adicionales, la regién de union es o comprende una regién de unién de tipo
inmunoglobulina. En determinadas realizaciones adicionales, la regién de unién comprende un polipéptido
seleccionado entre el grupo que consiste en: un dominio Vx autonomo, un fragmento de anticuerpo de dominio Unico
(sdAb), un dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un camélido (fragmento de dominio VuH o VH), un
dominio de anticuerpo de cadena pesada derivado de un pez cartilaginoso (fragmento de dominio VuH 0 Vi), un
receptor de antigeno nuevo de inmunoglobulina (IgNAR), un fragmento VNAR, un fragmento variable de cadena lnica
(scFv), un fragmento variable de anticuerpo (Fv), un fragmento de regién 3 determinante complementaria (CDR3), un
polipéptido de FR3-CDR3-FR4 limitado, un fragmento Fd, un fragmento de unién al antigeno (Fab), un polipéptido de
repeticion Armadillo (ArmRP), 10 dominio de fibronectina de tipo Il derivado de fibronectina (10Fn3), un dominio de
tenascina de tipo Il (TNfn3), un dominio de motivo de repeticién de anquirina, un dominio A derivado de receptor de
lipoproteina de baja densidad (LDLR-A), una lipocalina (anticalina), un dominio de Kunitz, un dominio Z derivado de la
proteina A, un dominio derivado de gamma-B cristalina, un dominio derivado de ubiquitina, un polipéptido derivado de
Sac7d (afitina), un dominio SH2 derivado de Fyn, una miniproteina, un esqueleto de dominio similar a lectina del tipo
C y cualquier equivalente manipulado genéticamente de cualquiera de los anteriores que retiene funcionalidad de
unién, tal como se dicta en las reivindicaciones.

[0289] Para determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz de
mostrar (i) un nivel de actividad catalitica comparable con un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje o un
polipéptido efector de toxina Shiga de tipo salvaje, (ii) una actividad de inhibicién de ribosoma con un valor de la media
de la concentracién inhibidora maxima (ICso) de 10.000 picomolares o inferior y/o (iii) un nivel importante de actividad
catalitica de toxina Shiga.

[0290] Para determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién y/o su
polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de mostrar eficiencia de recorrido subcelular en comparacién con una
molécula de reconocimiento celular de referencia que comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje o
polipéptido efector de toxina Shiga de tipo salvaje y/o es capaz de mostrar un nivel importante de actividad de recorrido
intracelular para el reticulo endoplasmatico y/o el citosol desde una ubicacion inicial endosdémica de la una célula.

[0291] Para determinadas realizaciones, conforme las cuales la administracién de la molécula de reconocimiento
celular de la presente invencién a una célula acoplada fisicamente a la biomolécula diana extracelular de la region de
unién de molécula de reconocimiento celular, la molécula de reconocimiento celular es capaz de causar muerte de la
célula. En determinadas realizaciones adicionales, la administraciéon de la molécula de reconocimiento celular de la
presente invencién a dos poblaciones diferentes de tipos de células que se difieren en lo que respecta a la presencia
o el nivel de la biomolécula diana extracelular, la molécula de reconocimiento celular es capaz de causar muerte celular
a los tipos de células acopladas fisicamente a una biomolécula diana extracelular de la regién de unién de molécula
de reconocimiento celular citotéxica a una concentracién de CDso de como minimo tres veces o inferior a la CDso para
los tipos de células que no se acoplan de manera fisica a una biomolécula diana extracelular de la region de union de
la molécula de reconocimiento celular. Para determinadas realizaciones la molécula de reconocimiento celular de la
presente invencion muestra una citotoxicidad que es como minimo 3 veces superior a una primera poblacién de células
cuyos miembros estan fisicamente unidos a una biomolécula diana extracelular unida mediante la regién de unién de
molécula de reconocimiento celular en comparacion con una segunda poblacién de células cuyos miembros no estan
fisicamente unidos a ninguna biomolécula diana extracelular unidad mediante la regién de unién. Para realizaciones
determinadas, conforme las cuales la administracion de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion
a una primera poblaciéon de células cuyos miembros se acoplan fisicamente a una cantidad importante de las
biomoléculas diana extracelulares de la regién de uniéon de molécula de reconocimiento celular y una segunda
poblacion de células cuyos miembros no se acoplan fisicamente a una cantidad importante de ninguna biomolécula
diana extracelular de la regién de unién, el efecto citotoxico de la molécula de reconocimiento celular para los miembros
de dicha primera poblacion de células que tiene relacién con los miembros de dicha segunda poblacién de células es
como minimo 3 veces mayor. Para realizaciones determinadas, conforme las cuales la administracion de la molécula
de reconocimiento celular de la presente invencién a una primera poblacion de células positivas de biomolécula diana
y una segunda poblacién de células cuyos miembros no expresan una cantidad importante de una biomolécula diana
de la region de unién de la molécula de reconocimiento celular en una superficie celular, el efecto citotdxico de la
molécula de reconocimiento celular para los miembros de la primera poblacion de células que tiene relacién con los
miembros de la segunda poblacién de células es como minimo 3 veces mayor.
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[0292] Para realizaciones determinadas la molécula de reconocimiento celular de la presente invencioén es capaz,
cuando se introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad con un valor de la media de la concentracién inhibitoria
maxima (CDso) de 300 nM o inferior y/o es capaz de mostrar un nivel importante de citotoxicidad de toxina Shiga.

[0293] Para realizaciones determinadas, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion es capaz de
administrar un epitopo de célula T CD8+ heterodlogo integrado o incluido a una via de presentacién de MHC de clase
| de una célula para la presentacion en la superficie celular del epitopo unido por una molécula de MHC de clase |.

[0294] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular comprende una fraccién molecular
asociada al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. En determinadas realizaciones, la fraccion
molecular comprende o consiste en la regién de unién. En determinadas realizaciones, la fraccion molecular
comprende como minimo un aminoacido y el polipéptido efector de toxina Shiga se une a como minimo un residuo de
aminoacido de la fraccion molecular. En determinadas realizaciones adicionales, la fraccién molecular y el polipéptido
efector de toxina Shiga se fusionan para formar un polipéptido continuo.

[0295] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular comprende adicionalmente una fraccién
molecular citotdéxica asociada al extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga. Para determinadas
realizaciones, la fraccion molecular citotéxica es un agente citotoxico, tal como, por ejemplo, un agente
quimioterapéutico de molécula pequefia, un agente antineoplasico, un antibiético citotéxico, un agente alquilante, un
antimetabolitos, un inhibidor de topoisomerasa y/o un inhibidor de tubulina que un experto conoce y/o se describen en
el presente documento. Para determinadas realizaciones adicionales, la fraccion molecular citotoxica es citotdxica a
concentraciones inferiores a 10.000, 5.000, 1.000, 500 o 200 pM.

[0296] En determinadas realizaciones, la regién de unién es capaz de unirse a una biomolécula diana extracelular
seleccionada entre el grupo que consiste en: CD20, CD22, CD40, CD74, CD79, CD25, CD30, HER2/neu/ErbB2,
EGFR, EpCAM, EphB2, antigeno de membrana especifico de préstata, Cripto, CDCP1, endoglina/CD105, proteina de
activacion de fibroblasto, Lewis-Y, CD19, CD21, CS1/ SLAMF7, CD33, CD52, CD 133, gpA33, mucina, TAG-72,
receptor de transmembrana de proteina tirosina cinasa (ROR1 o NTRKR1), anhidrasa carbénica IX, proteina de unién
a folato, gangliésido GD2, gangliésido GD3, gangliésido GM2, gangliosido Lewis-Y2, VEGFR, Alfa Vbeta3, AlfaSbetal,
ErbB1/EGFR, Erb3, ¢c-MET, IGF1R, EphA3, TRAIL- R1, TRAIL-R2, RANK, tenascina, CD64, mesotelina, BRCA1,
MART-1/MelanA, gp100, tirosinasa, 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, HPVES, SART- 1, PRAME, antigeno carcinoembrionario, antigeno
especifico de prostata, antigeno de células madre de prostata, aspartilo humano (asparaginilo), beta-hidroxilasa,
EphA2, HER3/ErbB-3, MUC1, antigeno asociado a tirosinasa, HPV-E7, antigeno del virus de Epstein-Barr, Ber-Abl,
antigeno de alfa-fetoproteina, 17-A1, antigeno de tumor de vejiga, SAIL, CD38, CD15, CD23, CD45 (receptor de
proteina tirosina fosfatasa del tipo C), CD53, CD88, CD129, CD183, CD191, CD193, CD244, CD294, CD305, C3AR,
FceRla, galectina-9, IL-1R (receptor de interleucina-1), mrp-14, ligando de NKG2D, ligando 1 de muerte programada
(PD-L1), Siglec-8, Siglec-10, CD49d, CD13, CD44, CD54, CD63, CD69, CD123, TLR4, IgE, CD107a, CD203¢, CD14,
CD68, CD80, CD86, CD115, F4/80, ILT-3, galectina-3, CD11a-c, GITRL, molécula de MHC de clase I, molécula de
MHC de clase Il (opcionalmente en complejo con un péptido), CD284 (TLR4), CD 107-Mac3, CD195 (CCR5), HLA-
DR, CD16/32, CD282 (TLR2), CD11c¢ y cualquier fragmento inmunogénico de cualquiera de los anteriores, tal como
se enumera en las reivindicaciones.

[0297] En determinadas realizaciones, la region de unién se une, tanto directamente como indirectamente, al
polipéptido efector de toxina Shiga mediante como minimo un enlace covalente que no es un enlace de disulfuro. En
determinadas realizaciones adicionales, la region de unién se fusiona, tanto directamente como indirectamente, con
el extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina Shiga para formar un polipéptido Unico, continuo. En
determinadas realizaciones, la regién de unién es una region de union de tipo inmunoglobulina.

[0298] En determinadas realizaciones, el motivo de escision por furina alterado comprende una 6 mas mutaciones en
el sitio de escision por furina minimo que tiene relacion con una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje. En
determinadas realizaciones de la divulgacion, el motivo de escisién por furina alterado no es un truncamiento del
extremo amino terminal de secuencias que se sobreponen con una parte o todo de como minimo un residuo de
aminoacido del sitio de escisién por furina minimo. En determinadas realizaciones de la divulgacion, la mutacién en el
sitio de escision por furina minima es una supresién de aminoacido, insercién y sustitucién de como minimo un residuo
de aminoéacido en el motivo de escisién por furina R/Y-x-x-R. En determinadas realizaciones adicionales de la
divulgacion, el motivo de escisién por furina alterado comprende como minimo una mutacion, que tienen relaciéon con
una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje, la mutacién que altera como minimo un residuo de aminoacido en
un region ubicado originalmente en la posicion 248-251 de la subunidad A de toxina Shiga (SEQ ID NOs: 1-2 y 4-6), 0
en 247-250 de la subunidad A de toxina 2 similar a Shiga (SEQ ID NOs: 3 y 7-18), o la posicion de secuencia de
aminoacidos equivalente en cualquiera subunidad A de toxina Shiga. En determinadas realizaciones adicionales de la
divulgacion, la mutacién es una sustitucién del residuos de aminoacido en un residuo de arginina por un residuo de
aminoacido cargado no positivamente.

[0299] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién es capaz,
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cuando se introduce en las células, de mostrar una citotoxicidad comparable a una citotoxicidad de una molécula de
referencia, tal como, por ejemplo, una vigésimo quinta molécula de reconocimiento celular que consiste en la molécula
de reconocimiento celular a excepcién de que todos sus componentes de polipéptido efector de toxina Shiga, cada
uno comprende un fragmento A1 de toxina Shiga de tipo salvaje.

[0300] En determinadas realizaciones, una o mas regién(es) de union comprende el péptido o el polipéptido mostrado
en cualquiera de SEQ ID NOs: 39-245, tal como se dicta en las reivindicaciones.

[0301] En determinadas realizaciones, dos 0 mas regiones de unién comprenden el péptido o el polipéptido mostrado
en cualquiera de SEQ ID NOs: 39-245. En determinadas realizaciones adicionales, cada una de dos o mas regiones
de unién comprende el mismo péptido o el polipéptido mostrado en cualquiera de SEQ ID NOs: 39-245.

[0302] El polipéptido efector de toxina Shiga de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién
comprende la SEQ ID NO: 30, tal como se dicta en las reivindicaciones. Determinadas realizaciones de la molécula
de reconocimiento celular de la presente invencion comprenden la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 39-245,
tal como se dicta en las reivindicaciones.

[0303] Determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprenden o
consisten en el polipéptido representado por la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NOs:
389-404, 407, 420-421, 425-429, 459-473 y 656 tal como se enumera en las reivindicaciones o el polipéptido de
cualquiera de SEQ ID NOs: 389-404, 407 y 656, que comprende adicionalmente un residuo de metionina del extremo
amino terminal.

[0304] En determinadas realizaciones, como minimo una regidon de unioén cubre estéricamente el extremo carboxi
terminal de la regién del fragmento A1.

[0305] En determinadas realizaciones, la fraccién molecular cubre estéricamente el extremo carboxi terminal de la
region del fragmento A1. En determinadas realizaciones adicionales, la fraccién molecular comprende la regién de
union.

[0306] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién comprende
una regién de unién y/o fraccién molecular ubicada en el extremo carboxi terminal con los extremos carboxi terminales
de la regién del fragmento A1 de toxina Shiga. En determinadas realizaciones adicionales, la masa de la regién de
unién y/o la fraccidon molecular es como minimo 4,5 kDa, 6 kDa, 9 kDa, 12 kDa, 15 kDa, 20 kDa, kDa, 28 kDa, 30 kDa,
41 kDa, 50 kDa, 100 kDa o superior.

[0307] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular comprende una regién de unién de como
minimo 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 superior,
siempre y cuando la molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de |a actividad biolégica de toxina
Shiga sefialado en el presente documento (por ejemplo, citotoxicidad y/o recorrido intracelular).

[0308] En determinadas realizaciones, la regién de unién se comprende en una fraccién molecular relativamente mas
grande que comprende tal como, por ejemplo, una fraccidén molecular con una masa de como minimo 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 superior, siempre y cuando la
molécula de reconocimiento celular retenga el nivel adecuado de la actividad biologica de toxina Shiga sefialado en el
presente documento.

[0309] Para determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacién (que no
forma parte de la presente invencion reivindicada) muestra baja potencia citotdxica (es decir, no es capaz, cuando se
introduce en determinados tipos de células diana positivas, de mostrar una citotoxicidad mayor al 1% de muerte celular
de una poblacién de células a una concentracion de molécula de reconocimiento celular de 1000 nM, 500nM, 100 nM,
75 nM, or 50 nM) y es capaz, cuando se introduce en las células, de mostrar una eficiencia de recorrido subcelular
mayor desde un espacio extracelular a un compartimento subcelular de un reticulo endoplasmatico y/o citosol en
comparacion con la citotoxicidad de una molécula de referencia, tal como, por ejemplo, una vigésimo sexta molécula
de reconocimiento celular que tiene un extremo amino terminal y que comprende la regién de unién y el polipéptido
efector de toxina Shiga, que no se posiciona en o es proximo al extremo amino terminal de la tercera molécula de
reconocimiento celular. En determinadas realizaciones adicionales, la vigésimo sexta molécula de reconocimiento
celular no comprende ningin motivo de sefial de retencién/ recuperacion de reticulo endoplasmatico en el extremo
carboxi terminal de la familia KDEL.

[0310] En determinadas realizaciones, la fraccién molecular comprende un péptido y/o un polipéptido derivado del
fragmento A2 de toxina Shiga de una toxina Shiga de origen natural.

[0311] Las realizaciones de la presente invencién no pretenden cubrir ninguna subunidad A de holotoxina Shiga o

toxina Shiga de origen natural. En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente
invencién no comprende una subunidad B de toxina Shiga de origen natural. En determinadas realizaciones
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adicionales, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién no comprende ningdn polipéptido que
comprende o consiste esencialmente en un dominio de union funcional de una subunidad B de toxina Shiga nativa.
Més bien, en determinadas realizaciones de las moléculas de reconocimiento celular de la presente invencion, las
regiones derivadas de subunidad A de toxina Shiga se asocian de manera funcional con regiones de unién heterologas
para efectuar el reconocimiento celular.

[0312] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion se limita por la
condicion de que la carga del epitopo de célula T CD8+ heterélogo no comprende o no consiste en el polipéptido
mostrado en SEQ ID NO:25. La molécula de reconocimiento celular de la presente invencién no comprende el
polipéptido efector de toxina Shiga que comprende el epitopo de célula T CD8-péptido GILGFVFTL (SEQ ID NO:25)
incluido en la posicion 53 original en SLT-1A (SEQ ID NO:1). En determinadas realizaciones, la molécula de
reconocimiento celular de la presente invencion se limita por la condicién de que la molécula de reconocimiento celular
de la presente invencién no comprende el polipéptido mostrado en SEQ ID NO:25. En determinadas realizaciones de
la divulgacién (que no forman parte de la presente invencion reivindicada), la molécula de reconocimiento celular se
limita por la condicién de que la molécula de reconocimiento celular no comprende ningn polipéptido efector de toxina
Shiga que comprende cualquier epitopo de célula T CD8+, incluido o incluido para todas las variantes descritas
anteriormente de los Conjuntos #1 hasta #20.

[0313] En determinadas realizaciones de la divulgacion la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién
esta limitada por la condicién de que la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién no comprende el
enlazador mostrado en SEQ ID NO:247, en donde el enlazador se fusiona, tanto directamente como indirectamente,
entre una regién de unién y un polipéptido efector de toxina Shiga y en donde la regién de unién se ubica en el exiremo
amino terminal para el polipéptido efector de toxina Shiga para todas las modificaciones descritas anteriormente de
los Conjuntos #1 hasta #20. En determinadas realizaciones de la divulgacién, la molécula de reconocimiento celular
de la presente invencién se limita por la condiciéon de que la molécula de reconocimiento celular de la presente
invencion no comprende el enlazador mostrado en SEQ ID NO:247 en donde el enlazador se fusiona entre una region
de unién y un polipéptido efector de toxina Shiga para todas las modificaciones descritas anteriormente de los
Conjuntos #1 hasta #20.

[0314] La molécula de reconocimiento celular de la presente invencién no comprende o no consiste esencialmente en
el polipéptido expuesto en cualquiera de SEQ ID NOs: 259-278 y 287.

[0315] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgaciéon no comprende
ninguna carga de epitopo de célula T CD8+, heterélogo fusionada entre una regién de unién y un polipéptido efector
de toxina Shiga en donde la regién de unién se ubica en el extremo amino terminal para el efector de toxina Shiga. En
determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacién no comprende ninguna
carga de epitopo de célula T CD8+, heterdlogo fusionada entre una regién de unién y un polipéptido efector de toxina
Shiga.

[0316] Para determinadas realizaciones, la célula diana no es una célula presentadora de antigeno profesional, tal
como un tipo de célula dendritica. Para determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la
presente invencion, la biomolécula diana extracelular de la region de unién no se expresa por una célula presentadora
de antigeno profesional. Para determinadas realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente
invencién, la biomolécula diana extracelular de la regién de unién no esta unida de manera fisica en cantidades
importantes con una célula presentadora de antigeno profesional. Para determinadas realizaciones de la molécula de
reconocimiento celular de la presente invencion, la biomolécula diana extracelular de la regiéon de unién no esta unida
de manera fisica con una célula presentadora de antigeno profesional. Para determinadas realizaciones de la molécula
de reconocimiento celular de la presente invencién, la biomolécula diana de la regién de unién no se expresa en
cantidades importantes sobre la superficie celular de ninguna célula presentadora de antigeno profesional en el sujeto
cordato para ser tratado.

[0317] Tal como se define en las reivindicaciones, la carga del epitopo de célula T CD8+, heterblogo se posiciona en
el extremo carboxi-terminal para los extremos carboxi terminales del polipéptido efector de toxina Shiga.

[0318] En determinadas realizaciones, la regién de unién no comprende un fragmento de CD4 humano que
corresponde a residuos de aminoacidos 19-183. En determinadas realizaciones, la regién de union no comprende un
fragmento de CD4 humano, una glicoproteina de transmembrana del tipo |. En determinadas realizaciones adicionales,
la regién de unién no comprende un fragmento de un co-receptor de superficie celular inmune, humano.

[0319] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién no comprende
una region de unién en el extremo carboxi terminal que comprende un fragmento de un receptor de superficie celular
inmune.

[0320] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga descrito en el presente documento (que

no forma parte de la presente invencion reivindicada) comprende como minimo dos epitopos heterdlogos, integrados
o incluidos.
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[0321] El polipéptido efector de toxina Shiga no comprende el conjunto de sustituciones de residuos de aminoacidos
que tiene relacién con la subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje seleccionado entre los siguientes conjuntos: (1)
R248H y R251H; (2) R248G y R251G; (3) A246G, S247A, A253G y S254A; y (4) A246G, S247A, R248G, R251G,
A253G y S254A.

[0322] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga descrito en el presente documento (que
no forma parte de la presente invencién reivindicada) no comprende una eliminacion de la regién posicionada
originalmente en 247-252 en una subunidad A de toxina Shiga de tipo salvaje. En determinadas realizaciones de la
divulgacion (que no forma parte de la presente invencion reivindicada), el polipéptido efector de toxina Shiga no
comprende eliminaciones de las regiones posicionadas originalmente en 245-247 y 253-255 en una subunidad A de
toxina Shiga de tipo salvaje.

[0323] En determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga descrito en el presente documento (que
no forma parte de la presente invencion reivindicada) comprende una 0 mas mutaciones que tienen relacién con una
subunidad A de origen natural de un miembro de la familia de toxina Shiga que cambia la actividad enzimatica del
polipéptido efector de toxina Shiga, la mutacién seleccionada entre como minimo una eliminacién, insercién o
sustitucion de residuo de aminoacido. La mutacién que tiene relacion con la subunidad A de origine natural reduce o
elimina la actividad citotoxica del polipéptido efector de toxina Shiga, pero el polipéptido efector de toxina Shiga retiene
como minimo una otra funcion efectora de toxina Shiga, tal como, por ejemplo, fomentar la internalizacion celular y/o
dirigir el recorrido intracelular hacia un compartimento(s) subcelular(es). En determinadas realizaciones adicionales
(que no forman parte de la presente invencién reivindicada), la mutacién que tiene relacion con la subunidad A de
origen natural se selecciona entre como minimo una sustitucién de residuo de aminoacido, tal como, por ejemplo,
A231E, N75A, Y778, Y114S, E167D, R170A, R176K, W202A y/o W203A en SEQ ID NO:1-18.

[0324] Para determinadas realizaciones, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de: (i} hacer recorrido hacia
un compartimento subcelular de una célula en la que esta presente el polipéptido efector de toxina Shiga seleccionado
entre los siguientes: citosol, reticulo endoplasmatico y lisosoma; (ii) administracién intracelular de epitopo-carga desde
una compartimento endosémico inicial a un proteasoma de una célula en la que esta presente el polipéptido efector
de toxina Shiga; y/o (iii) administracion intracelular del epitopo a una molécula de MHC de clase | desde una
compartimento endosémico inicial a una célula en la que esta presente el polipéptido efector de toxina Shiga. En
determinadas realizaciones adicionales, el polipéptido efector de toxina Shiga es capaz de administracién intracelular
del epitopo de célula T CD8+ para ser presentado por una molécula de MHC de clase | sobre la superficie de una
célula en la que esta presente el polipéptido efector de toxina Shiga.

[0325] En determinadas realizaciones, la molécula de la presente divulgacién (que no forma parte de la presente
invencién reivindicada) no comprende, en una posicién del extremo carboxi terminal del polipéptido efector de toxina
Shiga y/o el extremo carboxi terminal de la regién de fragmento A1 de toxina Shiga, ningin material exégeno adicional
que representa un antigeno y/o carga de epitopo-péptido de célula T, CD8+, heterdlogo.

[0326] En determinadas realizaciones, la regién de unién no comprende un ligando. En determinadas realizaciones,
la region de unién no comprende una quimiocina o un ligando que induce apoptosis relacionada con TNF (TRAIL) ni
un fragmento de unién a receptor del mismo. En determinadas realizaciones, la regién de unién no comprende una
quimiocina humana o un TRAIL humano ni un fragmento de unién a receptor del mismo. En determinadas
realizaciones, la region de unién de tipo inmunoglobulina no comprende un ligando ni un fragmento de unioén a receptor
del mismo. En determinadas realizaciones, la regiéon de unién tipo inmunoglobulina no comprende una quimiocina o
un ligando que induce apoptosis relacionada con TNF (TRAIL) ni un fragmento de unién a receptor del mismo.En
determinadas realizaciones, la regién de unién no comprende una quimiocina CC humana ni un fragmento de unién a
receptor de la mismo. En determinadas realizaciones, la regiéon de unién no comprende una quimiocina CC humana
CCL2 (véase, Bose Set al., Arch Pharm Res 36: 1039-50 (2013)). En determinadas realizaciones, la regién de unién
no comprende la quimiocina CC humana CCL2 ni un fragmento de unién al receptor de la misma, y un polipéptido
efector de toxina Shiga en el extremo carboxi terminal que consiste en aminoacidos 75-247 de StxA. En determinadas
realizaciones de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién, la regién de unién no comprende la
quimiocina CC humana CCL2 ni un fragmento de union al receptor de la misma, fusionado a un polipéptido efector de
toxina Shiga en el extremo carboxi terminal que consiste en amino&cidos 75-247 de StxA (SEQ ID NO:2). En
realizaciones, la region de unién no comprende el TRAIL humano ni un fragmento de unién a receptor del mismo.

[0327] En determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion comprende o
consiste en el polipéptido de cualquiera de SEQ ID NOs: 389-404, 407, 420-421, 425-429, 459-473 y 656, tal como se
enumera en las reivindicaciones; o el polipéptido de cualquiera de SEQ ID NOs: 389-404, 407 y 656, que comprende
adicionalmente un residuo de metionina del extremo amino terminal, tal como se enumera en las reivindicaciones. En
determinadas realizaciones, la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién no comprende SEQ ID
NO:25 y/o SEQ ID NO:247.

[0328] La molécula de reconocimiento celular de la presente invencién no comprende o no consiste esencialmente en
el polipéptido expuesto en SEQ ID NO:287.

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2971981 T3

[0329] La presente invencion da a conocer también una composicion farmacéutica tal como se define en las
reivindicaciones que comprende una molécula de reconocimiento celular de la presente invencién y como minimo un
excipiente o portador farmacéuticamente aceptable; y el uso de tal molécula de reconocimiento celular o una
composicién que la comprende, tal como se describe en el presente documento a continuacién. Determinadas
realizaciones de la presente invencién son composiciones farmacéuticas que comprenden cualquier molécula de
reconocimiento celular de la presente invencién; y como minimo un excipiente o portador farmacéuticamente
aceptable, tal como se define en las reivindicaciones.

[0330] La presente divulgacion describe una composicion diagnostica (que no forma parte de la presente invencién
reivindicada) que comprende cualquiera de las moléculas de reconocimiento celular mencionadas anteriormente de la
presente invencién y un agente promotor de deteccién para la recopilacién de informacién, tal como informacion util
diagnoésticamente sobre un tipo de célula, tejido, érgano, enfermedad, trastorno, condicion y/o paciente. Determinadas
realizaciones adicionales divulgacion son moléculas de reconocimiento celular de la presente invencién en donde el
agente promotor de deteccién es una carga de epitopo heterélogo y la molécula de reconocimiento celular comprende
la carga del epitopo heterélogo.

[0331] Mas alla de las moléculas de reconocimiento celular y composicién farmacéutica de la presente invencion, un
polinucleétido capaz de codificar una molécula de reconocimiento celular de la presente invencién se encuentra en el
ambito de la presente invencion, asi como un vector de expresién que comprende un polinucleétido de la presente
invencion y una célula huésped que comprende un vector de expresion de la presente invencién tal como se define
en las reivindicaciones. Las células huésped que comprenden un vector de expresion se pueden utilizar, por ejemplo,
en los procedimientos de produccién de una molécula de reconocimiento celular de la presente invencién o un
componente de proteina o fragmento de la misma mediante expresion recombinada.

[0332] La presente divulgacién abarca también cualquier composicién de interés de la presente invencion que se
inmoviliza en un sustrato sélido. Tales mecanismos de las composiciones de interés se pueden utilizar, por ejemplo,
en los procedimientos de investigacién de moléculas tal como se describe en el presente documento.

[0333] Entre determinadas realizaciones de la presente divulgacion (que no forman parte de la presente invencion
reivindicada) se encuentra el procedimiento in vitro de administracién de una carga de epitopo de célula T CD8+ a una
molécula de MHC de clase | de una célula, el procedimiento comprende la etapa de realizacién de contacto entre la
célula con la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién y/o una composicién farmacéutica

de la presente invencién.

[0334] La presente divulgacion describe un procedimiento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada)
de induccién de una célula de presentar una carga de epitopo de célula T CD8+ administrada de manera exégena en
ligada a una molécula de MHC de clase |, el procedimiento comprende la etapa de realizacién de contacto entre la
célula, o in vitro o in vivo, con la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién, que comprende el
epitopo de célula T CD8+ y/o una composicion del mismo (por ejemplo, una composicién farmacéutica que comprende
una molécula de reconocimiento celular de la presente invencion).

[0335] La presente divulgacion describe un procedimiento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada)
de induccién de una respuesta inmune para una célula diana a través de un complejo de molécula de MHC de clase |
con epitopo de célula T CD8+, el procedimiento comprende la etapa de realizacién de contacto entre la célula diana,
tanto in vitro como in vivo, con la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, que comprende el
epitopo de célula T CD8+ como una carga y/o una composicién del mismo (por ejemplo, una composicién farmacéutica
o diagnéstica que comprende dicha molécula de reconocimiento celular de la presente invencion). La respuesta
inmune se puede seleccionar entre el grupo que consiste en: secrecion de células inmunes CD8+ de una citocina(s),
detencién del crecimiento inducida por linfocito T citotéxico (CTL) en la célula diana, necrosis inducida por CTL de la
célula diana, apoptosis inducida por CTL de la célula diana, eliminacién celular mediada por células inmunes de una
célula distinta a la célula diana.

[0336] La presente divulgacion describe un procedimiento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada)
de causar interaccion intracelular entre una célula inmune CD8+ y una célula diana, el procedimiento comprende la
etapa de realizacion de contacto entre la célula diana con la molécula de reconocimiento celular de la presente
invencién en presencia de una célula inmune CD8+ con la posterior etapa de realizacién de contacto entre la célula
dianay una o mas células inmunes CD8+. La etapa de realizacion de contacto se puede llevar a cabo in vitro. La etapa
de realizacion de contacto se puede llevar a cabo in vivo, tal como, por ejemplo, mediante la administracién de la
molécula de reconocimiento celular a un cordato, vertebrado y/o mamifero. La interaccién intercelular se puede llevar
a cabo in vitro. La interaccién intercelular se puede llevar a cabo in vivo.

[0337] La presente divulgacién describe una composicion que comprende una molécula de reconocimiento celular
de la presente invencién para el «sembrado» de un locus de tejido en un cordato.

[0338] La presente invencién proporciona adicionalmente la molécula de reconocimiento celular o la composicién

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2971981 T3

farmacéutica de la presente invencion para ser utilizada en el tratamiento de una enfermedad, un trastorno o una
condicién en un paciente, en donde la molécula de reconocimiento celular o la composicion farmacéutica sirve para la
administracién mediante el «<sembrado» de locus de tejido en un cordato. Para determinadas realizaciones adicionales,
el locus de tejido en un cordato comprende un tejido maligno, enfermo y/o inflamado. Para determinadas realizaciones
adicionales, el locus de tejido en un cordato comprende el tejido seleccionado entre el grupo que consiste en: tejido
enfermo, masa tumoral, crecimiento cancerigeno, tumor, tejido infectado 0 masa celular anormal. Para determinadas
realizaciones, la carga de epitopo de célula T CD8+ comprendida en la molécula de reconocimiento celular se
selecciona entre el grupo que consiste en: péptidos que no exponen originalmente en un complejo de MHC de clase |
mediante las células del locus de tejido que se reconocen por la molécula de reconocimiento celular, péptidos que no
estan originalmente presentes en ninguna proteina expresada por las células del locus de tejido que se reconocen por
la molécula de reconocimiento celular, péptidos que no estan originalmente presentes en la proteoma de las células
del locus de tejido que se reconocen por la molécula de reconocimiento celular, péptidos que no estan originalmente
presentes en el microambiente extracelular del locus de tejido que esta siendo sembrado y péptidos que no estan
originalmente presentes en la masa tumoral o el sitio de tejido infectado que se reconoce por la molécula de
reconocimiento celular.

[0339] Adicionalmente, la presente divulgacién proporciona un procedimiento in vitro de eliminacién de una célula(s)
(que no forma parte de la presente invencion reivindicada), que comprende la etapa de realizacion de contacto de una
célula(s) con una molécula de reconocimiento celular de la presente invencién o una composicion farmacéutica que
comprende una molécula de reconocimiento celular de la presente invencién. Para realizaciones adicionales de los
procedimientos de eliminacion celular, el procedimiento es capaz de eliminar de manera selectiva célula(s) y/o tipos
de células de manera preferencial sobre otras célula(s) y/o tipos de células, cuando se realiza el contacto entre una
mezcla de células que es diferente en lo que respecta a la presencia extracelular y/o nivel de expresién de una
biomolécula diana extracelular de la regiéon de unién de la molécula de reconocimiento celular.

[0340] La presente invencién proporcional adicionalmente una molécula de reconocimiento celular de acuerdo con la
presente invencién para ser utilizada en el tratamiento de una enfermedad en un paciente que lo necesita utilizando
una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de reconocimiento celular 0 una composicién farmacéutica de
la presente invencién, tal como se define en las reivindicaciones. Para determinadas realizaciones, la enfermedad a
tratar se selecciona entre: un cancer, una anormalidad de crecimiento, un trastorno inmune o una infeccién microbiana.
Para determinadas realizaciones, el cancer a tratar se selecciona entre el grupo que consiste en: cancer 6seo, cancer
de pecho, cancer del sistema central/periférico nervioso, cancer gastrointestinal, cancer de células germinales, cancer
de glandula, cancer de cabeza-cuello, cancer hematolégico, cancer de rifidn-tracto urinario, cancer de higado, cancer
pulmonar/ de pleura, cancer de préstata, sarcoma, cancer de piel y cancer de Gtero, tal como se enumera en las
reivindicaciones. Para determinadas realizaciones, el trastorno inmune a tratar es un trastorno inmune asociado a una
enfermedad que se selecciona entre el grupo que consiste en: amiloidosis, espondilitis anquilosante, asma,
enfermedad de Crohn, diabetes, rechazo al injerto, enfermedad de injerto contra huésped, tiroiditis de Hashimoto,
sindrome urémico hemolitico, enfermedad que tiene relacién con VIH, lupus eritematoso, esclerosis miltiple,
poliarteritis nudosa, poliartritis, psoriasis, artritis psoriasica, artritis reumatoide, esclerodermia, choque séptico,
sindrome de Sjbgren, colitis ulcerosa y vasculitis tal como se enumera en las reivindicaciones.

[0341] Entre las realizaciones determinadas de la presente invencién se encuentra una composicion farmacéutica
que comprende una molécula de reconocimiento celular de la presente invencion para ser utilizada en el tratamiento
de un cancer, un tumor, una anormalidad de crecimiento, un trastorno inmune o una infeccién microbiana.

[0342] El uso de cualquier composicién de la presente invencién para el tratamiento o la prevencién de un cancer, un
tumor, una anormalidad de crecimiento y/o un trastorno inmune se encuentra en el &mbito de la presente divulgacion.

[0343] La presente divulgacién incluye un procedimiento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada)
del tratamiento de cancer en un paciente utilizando inmunoterapia, el procedimiento comprende la etapa de
administracion a un paciente que lo necesita de la molécula de reconocimiento celular y/o composicién farmacéutica
de la presente invencién.

[0344] El uso de cualquier composicién de interés de la presente invencién para el tratamiento o la prevencién de un
cancer, un tumor, una anormalidad de crecimiento y/o un trastorno inmune se encuentra en el ambito de la presente
divulgacion. Entre determinadas realizaciones de la presente invencién se encuentra una molécula de reconocimiento
celular de la presente invencion y/o una composicion farmacéutica de la misma para ser utilizada en el tratamiento de
un cancer, un tumor, una anormalidad de crecimiento, un trastorno inmune y/o una infeccién microbiana, tal como se
define en las reivindicaciones.

[0345] La presente divulgacion describe una composicién que comprende una molécula de reconocimiento celular
descrita en el presente documento para la administracién de uno o mas materiales exégenos adicionales a una célula
acoplada fisicamente a una biomolécula diana extracelular de la regién de unién de la molécula de reconocimiento
celular descrita en el presente documento. La molécula de reconocimiento celular de la presente divulgacion se puede
utilizar para administrar uno o mas materiales exdégenos adicionales a una célula fisicamente acoplada a una
biomolécula diana extracelular de la regién de unién de la molécula de reconocimiento celular descrita en el presente
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documento. Adicionalmente, la presente divulgacion da a conocer un procedimiento (que no forma parte de la presente
invencién reivindicada) de administracién de material exdgeno a la parte interior de una célula(s) que comprende
realizacion de contacto entre la(s) célula(s), o in vitro o in vivo, con una molécula de reconocimiento celular, una
composicién farmacéutica y/o una composicién diagnéstica descrita en el presente documento. La presente
divulgacion proporciona adicionalmente un procedimiento (que no forma parte de la presente invencioén reivindicada)
de administracién de material exégeno a la parte interior de una célula(s) en un paciente que lo necesita, el
procedimiento comprende la etapa de administracion al paciente de una molécula de reconocimiento celular descrita
en el presente documento, en donde la(s) célula(s) diana se acopla(n) de manera fisica a una biomolécula diana
extracelular de la regién de unién de la molécula de reconocimiento celular descrita en el presente documento.

[0346] El uso de una molécula de reconocimiento celular o una composicién farmacéutica de la presente invencién
para el diagnostico, prondstico y/o caracterizacion in vitro de una enfermedad, un trastorno y/o una condicion se
describe en el presente documento, pero no forma parte de la presente invencién reivindicada.

[0347] La presente divulgacién describe el procedimiento de deteccién de una célula (que no forma parte de la presente
invencién reivindicada) utilizando una molécula de reconocimiento celular y/o una composicién diagnéstica descrita en
el presente documento que comprende las etapas de realizacién de contacto entre una célula con dicha molécula de
reconocimiento celular y/o composicién diagnéstica y deteccion de presencia de dicha molécula de reconocimiento
celular y/o composicion diagnéstica. La etapa de realizacion de contacto con la(s) célula(s) puede tener lugar in vitro.
La etapa de realizacion de contacto con la(s) célula(s) puede tener lugar in vivo. La etapa de deteccién de la(s) célula(s)
puede tener lugar in vitro. La etapa de deteccién de la(s) célula(s) puede tener lugar in vivo.

[0348] Por ejemplo, una composicién diagnostica de la divulgacion (que no forma parte de la presente invencion
reivindicada) se puede utilizar en la deteccién de una célula in vivo mediante la administracién a un sujeto cordato de
una composicion que comprende la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién que comprende una
agente promotor de deteccion y, a continuacion, detectar la presencia de la molécula de reconocimiento celular descrita
en el presente documento y/o la carga de epitopo de célula T CD8+, heterélogo o in vitro o in vivo.

[0349] Se pueden utilizar las determinadas realizaciones de las moléculas de reconocimiento celular de la presente
invencién para la administracion de material exégeno adicional a una célula acoplada fisicamente a una biomolécula
diana extracelular de la molécula de reconocimiento celular de la presente invencién. Adicionalmente, la presente
divulgacion da a conocer un procedimiento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada) de
administracién de material exdgeno a la parte interior de una célula(s) que comprende realizaciéon de contacto entre
la(s) célula(s), o in vitro o in vivo, con una molécula de reconocimiento celular, una composicién farmacéutica y/o una
composicién diagnostica descrita en el presente documento. La presente divulgacién proporciona adicionalmente un
procedimiento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada) de administracién de material exégeno a la
parte interior de una célula(s) en un paciente, el procedimiento comprende la etapa de administracién al paciente de
una molécula de reconocimiento celular descrita en el presente documento (con o sin actividad citotéxica), en donde
la(s) célula(s) diana se acopla(n) de manera fisica a una biomolécula diana extracelular de la molécula de
reconocimiento celular.

[0350] Entre determinadas realizaciones de la presente divulgacion se encuentra un procedimiento in vitro (Que no
forman parte de la presente invencién reivindicada) de administracién de una carga de epitopo de célula T CD8+ a
una molécula de MHC de clase | de una célula, el procedimiento comprende la etapa de realizacion de contacto entre
la célula con la molécula de reconocimiento celular de la presente invencion que se asocia a una carga de epitopo de
célula T, heterélogo y/o una composicion farmacéutica de la presente invencion.

[0351] La presente divulgacion describe un procedimiento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada)
del «<sembrado» de un locus de tejido en un cordato, el procedimiento comprende la etapa de: administracion a un
cordato de una molécula de reconocimiento celular de la presente invencion, una composicion farmacéutica descrita
en el presente documento y/o una composicion diagnéstica de la presente divulgacién. Los procedimientos de la
divulgacion del «sembrado» de un locus de tejido sirven para el «<sembrado» de un locus de tejido que comprende un
tejido maligno, enfermo o inflamado. Los procedimiento de la divulgacion del «sembrado» de un locus de tejido sirven
para el «<sembrado» de un locus de tejido que comprende el tejido que se selecciona entre el grupo que consiste en:
tejido enfermo, masa tumoral, crecimiento cancerigeno, tumor, tejido infectado o masa celular anormal. Los
procedimientos de la divulgacion para el «<sembrado» de un locus de tejido comprenden la administracion al cordato
de la molécula de reconocimiento celular, la composicion farmacéutica o la composicién diagnéstica descrita en el
presente documento que comprende la carga de epitopo de célula T, heter6logo que se selecciona entre el grupo que
consiste en: péptidos que no se exponen originalmente por las células diana de la molécula de reconocimiento celular
en complejos de MHC de clase |, péptidos que no estan presentes originalmente en ninguna proteina expresada por
la célula diana, péptidos que no estan originalmente presentes en la proteoma de la célula diana, péptidos que no
estan originalmente presentes en el microambiente extracelular del sitio a sembrar y péptidos que no estan
originalmente presentes en la masa tumoral o el sitio de tejido infectado para el reconocimiento.

[0352] El uso de cualquier composicion de interés de la presente invencién para el diagndstico, prondstico y/o
caracterizacion in vitro de una enfermedad, un trastorno y/o una condicién se describe en el presente documento, pero
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no forma parte de la presente invencion reivindicada. La presente divulgacion describe un procedimiento (que no forma
parte de la presente invencion reivindicada) de utilizacién de una molécula de reconocimiento celular de la presente
invencién que comprende un agente promotor de deteccion y/o una composicién de la presente invencién (por ejemplo,
una composicion diagnostica) para la recopilacién de informacion Util en el diagnostico, prondstico o caracterizacion
de una enfermedad, un trastorno o una condicion. La presente divulgacién describe el procedimiento (que no forma
parte de la presente invencién reivindicada) de deteccion de una célula (o compartimento subcelular de la misma)
utilizando una molécula de reconocimiento celular y/o una composicién diagndstica descrita en el presente documento,
el procedimiento comprende las etapas de realizacién de contacto entre una célula con la molécula de reconocimiento
celular y/o composicion diagnéstica y deteccion de presencia de dicha molécula de reconocimiento celular y/o
composicién diagnostica. La etapa de realizacion de contacto con la(s) célula(s) puede tener lugar in vitro. La etapa
de realizacion de contacto con la(s) célula(s) puede tener lugar in vivo. La etapa de deteccion de la(s) célula(s) puede
tener lugar in vitro. La etapa de deteccién de la(s) célula(s) puede tener lugar in vivo. El procedimiento puede implicar
la deteccién de la localizacion de la molécula de reconocimiento celular en un organismo utilizando uno o mas
procedimientos después de la administracion de la molécula de reconocimiento celular a dicho organismo. Por ejemplo,
las moléculas de reconocimiento celular descritas en el presente documento que incorporan los agentes promotores
de deteccién tal como se describe en el presente documento se pueden utilizar para caracterizar enfermedades como
potencialmente tratables mediante una composicién farmacéutica relacionada de la presente invencién. Por ejemplo,
las moléculas de reconocimiento celular de la presente invencién y las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden utilizarse para determinar si un paciente pertenece a un grupo que responde a una composicion
farmacéutica de la presente invencion. Por ejemplo, determinadas moléculas de reconocimiento celular de la presente
invencién y las composiciones farmacéuticas de las mismas se pueden utilizar para identificar células que tienen una
carga de epitopo heterdlogo administrada a una superficie celular y/o identificar a sujetos que contienen células que
tienen una carga de epitopo heter6logo administrada mediante una molécula de reconocimiento celular de la presente
invencion.

[0353] La presente divulgacion describe un procedimiento (que no forma parte de la presente invencién reivindicada)
de produccién de una molécula de la presente invencién, el procedimiento comprende la etapa de purificacion de la
molécula de la presente invencién o un componente de polipéptido de la misma utilizando una interaccién entre célula-
pared bacteriana y dominio de proteina, tal como, por ejemplo, proteina L de P. magnus o derivados y fragmentos de
dominio de unién de la misma. La etapa de purificacion del procedimiento puede implicar el polipéptido efector de
toxina Shiga que comprende o consiste esencialmente en cualquiera de los polipéptidos mostrados en SEQ ID NOs:
29-38.

[0354] Entre determinadas realizaciones de la presente divulgacién se encuentra un kit (que no forma parte de la
presente invencién reivindicada) que comprende una composicién de interés de la presente invencién y un reactivo
adicional y/o un dispositivo de administracion farmacéutico. El kit puede comprender adicionalmente reactivos u otras
herramientas de deteccion de un tipo de célula (por ejemplo, una célula tumoral) en una muestra o en un sujeto.

[0355] Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencion se entenderan mejor con referencia
a las siguiente descripcion, reivindicaciones adjuntas y dibujos adjuntos. Los elementos mencionados anteriormente
de la presente invencién se pueden combinar de manera individual o eliminar libremente para generar otras
realizaciones de la presente invencion, en el ambito de las reivindicaciones sin declaracion de objecién para dicha
combinacién o eliminacién de aqui en adelante.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0356]

Figura 1A y Figura 1B representan moléculas de reconocimiento celular de ejemplo que comprenden una carga de
epitopo-péptido de célula T CD8+, heterblogo (se muestra con una forma de diamante). Cada una de estas moléculas
de reconocimiento celular de ejemplo comprende un polipéptido efector de toxina Shiga que posee una combinacién
de caracteristicas: desinmunizacién de mutaciones (representada como una regién con lineas horizontales), un
epitopo de célula T CD8+, heterdlogo, incorporado (representado como una regién de lineas verticales) y a veces un
sitio de proteasa alterado o ausente (representado con una linea discontinua). La «N» y la «C» representan un extremo
amino terminal y un extremo carboxi terminal, respectivamente, de un componente de polipéptido de una molécula de
reconocimiento celular. Estas moléculas de reconocimiento celular de ejemplo a veces comprenden un polipéptido
efector de toxina Shiga que posee la tercera caracteristica de un sitio de escision por furina alterado en el extremo
carboxi terminal de un fragmento A1 derivado de la region representada con una linea discontinua, vertical, gris.

Las representaciones de las moléculas de ejemplo en la Figura 1A y la Figura 1B tienen fines de ilustraciéon de
determinada disposicién general de las caracteristicas estructurales de un conjunto limitado de realizaciones descritas
en el presente documento (que no forman parte de la presente invencion reivindicada). Se debe entender que estas
moléculas de ejemplo no pretenden, ni deberian considerarse, completamente definitivas en lo que se refiere a la
disposicion de cualquier caracteristica y/o componentes estructurales de una molécula de la presente invencion, que
se define en las reivindicaciones. El tamafio, la ubicacién o el nimero relativo de caracteristicas mostradas en los
esquemas de la Figura 1A y la Figura 1B han sido simplificados. Por ejemplo, las posiciones relativas de epitopos
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heteroélogos, incluidos y alteraciones de regiones de epitopo, endégenas no estan fijadas. De manera similar, el nimero
total de epitopos heterdlogos, incluidos y alteraciones de regiones de epitopo, enddgenas no estan fijadas.
Determinadas realizaciones de las moléculas de la presente divulgacién comprenden una pluralidad de regiones de
epitopo, endégenas, alteradas en un polipéptido efector de toxina Shiga Unico, tal como, por ejemplo, alteraciones de
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o mas regiones; en donde estas regiones de epitopo, enddgenas, alteradas se
pueden distribuir a lo largo del polipéptido efector de toxina Shiga, que incluye alteraciones que se sobreponen con o
se encuentran en el motivo de escisién por furina de la region del extremo carboxi terminal de una regién derivada de
fragmento A1 de toxina Shiga (véase, por ejemplo, WO 2016/196344). Determinadas realizaciones de la presente
divulgacion comprenden alteraciones de regiones de epitopo, enddgenas que son extremos carboxi terminales para
los extremos carboxi terminales del fragmento A1 de toxina Shiga o un derivado de los mismos, tal como, por ejemplo,
en una posicion del extremo carboxi terminal para cualquier motivo de sitio de escision por furina alterado. Los
esquemas en la Figura 1A y la Figura 1B no pretenden representar con exactitud ninguna informacién que se refiere
a los tamarios relativos de estructuras moleculares en ninguna realizacion de la presente invencion, lo que se define
en las reivindicaciones.

Figura 2 muestra de manera grafica que la molécula de reconocimiento celular de ejemplo SLT-1A-DI-FR::scFv1::C2
(SEQ ID NO:252) mostro citotoxicidad en dos diferentes tipos de células comparable con una molécula de
reconocimiento celular de «control» SLT-1A-DI- FR::iscFv-1 (SEQ ID NO:258). La viabilidad del porcentaje de las
células positivas diana para cada tipo de células se representé mediante el logaritmo de base 10 de la concentracién
de molécula de reconocimiento celular administrada a las células correspondientes.

Figura 3 muestra de manera gréfica la presentacion de superficie celular de una molécula de reconocimiento celular
que administra epitopo-péptido de célula T CD8+ heterélogo en complejo con una molécula de MHC de clase |
mediante una célula cancerigena positiva diana en comparacion con un control negativo. La Figura 3 muestra la
superposicion de los resultados de un ensayo de TCR-STAR™, analisis citométrico de flujo de conjuntos de células
tratadas o con la molécula de reconocimiento celular de ejemplo SLT-1A-DI-FR::scFv1::C2 (SEQ ID NO:252) o0 un
control negativo, la molécula de reconocimiento celular SLT-1A-DI-FR::scFv1 (SEQ ID NO:258), que carece de
cualquier carga de epitopo-péptido C2. El recuento de células FACS de células positivas diana se representé con la
sefial de luz a partir de un reactivo multimero PE-STAR™ en unidades de luz relativa (RLU) que representa la
presencia de molécula de MHC de clase |, de superficie celular (HLA-A2 humano) mostré complejos de epitopo-péptido
C2 (SEQ ID NO:21). Las células positivas diana tratadas con la molécula de reconocimiento celular de ejemplo SLT-
1A-DI-FR::scFv1:C2 (SEQ ID NO:252) mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en complejo con las
moléculas de MHC de clase | en sus superficies celulares (graficos superiores), considerando que las células positivas
diana tratadas con la molécula de reconocimiento celular parental SLT-1A-DI-FR::scFv1 (SEQ ID NO:258) no
mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en una superficie celular (grafico inferior).

Figura 4 muestra de manera grafica los tamafios y las proporciones de moléculas presentes en una preparacion de
muestra de SLT-1A-DI-FR::scFv1:C2 (SEQ ID NO:252) analizada mediante cromatografia de exclusién por tamafio
(SEC). Para el analisis de SEC, la absorbancia de luz ultravioleta a una longitud de onda de 280 nanometros (nm) del
material eluido después de fluir a través de una columna de SEC se representé en unidades de miliabsorbancia (mAU)
sobre el volumen de fraccién en mililitros (ml). Se utilizdé un software para identificar picos individuales en la huella de
280 nm y el volumen de fraccién de cada pico de absorbancia maxima de luz ultravioleta a 280 nm.

Figura 5 muestra un gel de poliacrilamida, dodecilsulfato sédico, tintado con Coomassie (SDS-PAGE) después de la
electroforesis de preparacion de muestra de SLT-1A-DI-FR::scFv1::C2 (SEQ ID NO:252) preparada para la carga con
gel bajo condiciones de reduccién. Figura 5 muestra que el tamafio de SLT-1A-DI-FR::scFv1::C2 reducido (SEQ ID
NQO:252) era aproximadamente 55 kiloDaltones (kDa).

Figura 6 muestra de manera grafica la fusion entre un epitopo-péptido de célula T CD8+ y una subunidad A de toxina
Shiga derivada, la molécula de reconocimiento celular no perjudicé de manera importante la actividad citotéxica de la
molécula de reconocimiento celular hacia las células positivas diana. La viabilidad del porcentaje de células se trazé
mediante el logaritmo de base 10 de la concentracién de proteina. Figura 6 muestra de manera grafica los resultados
de un ensayo de eliminacion celular donde SLT-1A::iscFv1::C2 (SEQ ID NO:278) mostré citotoxicidad similar a la
citotoxicidad de la molécula de reconocimiento celular parental SLT-1A::scFvl (SEQ ID NO:280), que carece de
cualquier péptido-epitopo de célula T CD8+, heterdlogo.

Figura 7 muestra de manera grafica los resultados de un ensayo de eliminacion celular donde la actividad citotoxica
de la molécula de reconocimiento celular de ejemplo SLT-1A::scFv1::C2 (SEQ ID NO:278) era especifica para las
células positivas diana segun un determinado intervalo de concentracién. La viabilidad del porcentaje de células se
traz6 mediante el logaritmo de base 10 de la concentracion de proteina. Las células negativas para la expresién en la
superficie celular de una biomolécula diana de la regién de unién scFv2 no se eliminaron (aproximadamente 100% de
viabilidad celular) con SLT-1A::scFv1::C2 (SEQ ID NO:278) en el intervalo de concentracion de molécula utilizada para
medir de manera precisa €l valor CDso de SLT-1A::scFv1::C2 (SEQ ID NO:278) en lo que se refiere a las células
positivas diana y tal como se muestra en la Figura 6.

Figura 8 muestra de manera gréfica la presentacion de superficie celular de una molécula de reconocimiento celular
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que administra epitopo-péptido de célula T CD8+ heterélogo en complejo con una molécula de MHC de clase |
mediante una célula cancerigena positiva diana en comparacion con un control negativo. La Figura 8 muestra la
superposicion de los resultados de un ensayo de TCR-STAR™, analisis citométrico de flujo de conjuntos de células
tratadas o con un control negativo, la molécula de reconocimiento celular SLT-1A::scFv1::C2 (SEQ ID NO:278) o la
molécula de reconocimiento celular SLT-1A::scFv2 (SEQ ID NO:281). El recuento de células mediante citometria de
flujo con clasificacién de células activadas mediante fluorescencia (FACS) de células positivas diana se represento
con la sefial de luz a partir de un reactivo multimero PE-STAR™ en unidades de luz relativa (RLU) que representa la
presencia de molécula de MHC de clase |, de superficie celular (HLA-A2 humano) mostré complejos de epitopo-péptido
C2 (SEQ ID NO:21). Las células positivas diana tratadas con la molécula de reconocimiento celular de ejemplo SLT-
1A:scFv1::C2 (SEQ ID NO:278) mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en complejo con las moléculas de
MHC de clase | en sus superficies celulares (graficos superiores), considerando que las células positivas diana tratadas
con la molécula de reconocimiento celular correspondiente SLT-1A-DI-FR::scFv1 (SEQ ID NO:281) no mostraron el
epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en una superficie celular (grafico inferior).

Figura 9 muestra de manera gréfica la presentacion de superficie celular de una molécula de reconocimiento celular
que administra epitopo-péptido de célula T CD8+ heterélogo en complejo con una molécula de MHC de clase |
mediante una célula cancerigena positiva diana en comparacién con controles negativos. En la Figura 9, se representd
mediante el grafico la intensidad media de fluorescencia indexada («iMFI», la fluorescencia de la poblacién positiva
multiplicada por el porcentaje positivo) del reactivo multimero PE-STAR™ en RLU que corresponde a los conjuntos
de células que reciben los tratamientos diferentes. La Figura 9 muestra los resultados de un ensayo TCR-STAR™, el
analisis de citometria de flujo de células tratadas o con un control de péptido C2 exégeno (SEQ ID NO:21), «SLT-
1A::scFv inactivo» (SEQ ID NO:282), o la molécula de reconocimiento celular «SLT-1A::scFv2::C2 inactiva» (SEQ ID
NO:270). El péptido C2 administrado de manera exogena ((SEQ ID NO:21), tal como se menciona anteriormente) se
combiné con un potenciador de carga de péptido («PLE», Altor Bioscience Corp., Miramar, FL, EE. UU.). El péptido
C2 (SEQ ID NO:21) combinado con el tratamiento de potenciador de carga de péptido (PLE) facilita un control positivo
cuando el péptido C2 administrado de manera exdégena (SEQ ID NO:21) se puede cargar en las moléculas de MHC
de clase | de superficie celular sin penetrar una célula. Las células positivas diana tratadas con la molécula de
reconocimiento celular de ejemplo «SLT-1A::scFv2::C2 inactiva» (SEQ ID NO:270) mostraron el epitopo-péptido C2
(SEQ ID NO:21) en complejo con las moléculas de MHC de clase | en sus superficies celulares, considerando que las
células tratadas solamente con el epitopo-péptido C2 exdgeno (SEQ ID NO:21) o la molécula de reconocimiento
celular parental «SLT-1A::scFv2 inactiva» (SEQ ID NO:282) no mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en
una superficie celular.

Figura 10 muestra de manera gréfica la presentacién de superficie celular de una molécula de reconocimiento celular
que administra epitopo-péptido de célula T CD8+ heterélogo en complejo con una molécula de MHC de clase |
mediante una célula cancerigena positiva diana durante diferentes periodos de tiempo de incubacion (4 horas o0 16
horas) en comparacion con un control negativo. La Figura 10 muestra la superposicién de los resultados de un ensayo
de TCR-STAR™, analisis citométrico de flujo de conjuntos de células tratadas o con la molécula de reconocimiento
celular SLT- 1A::scFv1::C2 (SEQ ID NO:278) o un control negativo. El recuento de células FACS de células positivas
diana se represent6 con la sefial de luz a partir de un reactivo multimero PE-STAR™ en unidades de luz relativa (RLU)
que representa la presencia de molécula de MHC de clase |, de superficie celular (HLA-A2 humano) mostré6 complejos
de epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21). Las células positivas diana tratadas con la molécula de reconocimiento celular
SLT-1A::scFv1::C2 de ejemplo (SEQ ID NO:278) mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en complejo con
las moléculas de MHC de clase | en sus superficies celulares o después de un periodo de incubacién de 4 horas (4
horas) (grafico superior) 0 16 horas (16 horas) (grafico inferior).

Figura 11 muestra de manera gréfica la presentacién de superficie celular de una molécula de reconocimiento celular
que administra epitopo-péptido de célula T CD8+ heterélogo en complejo con una molécula de MHC de clase |
mediante una célula cancerigena positiva diana en comparacién con un control negativo. La Figura 11 muestra la
superposicion de los resultados de un ensayo de TCR-STAR™, analisis citométrico de flujo de conjuntos de células
tratadas o con un control negativo, la molécula de reconocimiento celular SLT-1A::scFv5::C2 (SEQ ID NO:274) o la
molécula de reconocimiento celular SLT-1A::scFv5 (SEQ ID NO:283). El recuento de células FACS de células positivas
diana se represent6 con la sefial de luz a partir de un reactivo multimero PE-STAR™ en unidades de luz relativa (RLU)
que representa la presencia de molécula de MHC de clase |, de superficie celular (HLA-A2 humano) mostré6 complejos
de epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21). Las células positivas diana tratadas con la molécula de reconocimiento celular
de ejemplo SLT-1A::scFv5::C2 (SEQ ID NO:274) mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en complejo con
las moléculas de MHC de clase | en sus superficies celulares (graficos superiores), considerando que las células
positivas diana tratadas con la molécula de reconocimiento celular parental SLT-1A::scFv5 (SEQ ID NO:283) no
mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en una superficie celular (grafico inferior).

Figura 12 muestra de manera grafica la presentacion de superficie celular de una molécula de reconocimiento celular
que administra epitopo-péptido de célula T CD8+ heterélogo en complejo con una molécula de MHC de clase |
mediante una célula cancerigena positiva diana en comparacién con un control negativo. La Figura 12 muestra la
superposicion de los resultados de un ensayo de TCR-STAR™, analisis citométrico de flujo de conjuntos de células
tratadas o con un control negativo, la molécula de reconocimiento celular SLT-1A::scFv7::C2 (SEQ ID NO:277) o la
molécula de reconocimiento celular SLT-1A::scFv7 (SEQ ID NO:286). El recuento de células FACS de células positivas
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diana se represent6 con la sefial de luz a partir de un reactivo multimero PE-STAR™ en unidades de luz relativa (RLU)
que representa la presencia de molécula de MHC de clase |, de superficie celular (HLA-A2 humano) mostré6 complejos
de epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21). Las células positivas diana tratadas con la molécula de reconocimiento celular
de ejemplo SLT-1A::scFv7::C2 (SEQ ID NO:277) mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en complejo con
las moléculas de MHC de clase | en sus superficies celulares (graficos superiores), considerando que las células
positivas diana tratadas con la molécula de reconocimiento celular parental SLT-1A::scFv7 (SEQ ID NO:286) no
mostraron el epitopo-péptido C2 (SEQ ID NO:21) en una superficie celular (grafico inferior).

La Figura 13 muestra graficamente los resultados de un ensayo ELIspot de Interferon Gamma con el nimero de
manchas, o células secretoras, representados para cada condicion analizada. Para cada muestra, las células
cancerosas humanas diana positivas se trataron previamente con una molécula de reconocimiento de células o un
control negativo y, a continuacion, se incubaron con PBMC humanas (serotipo HLA-A2) durante 24 horas antes de
realizar el ensayo ELISPQOT. La Figura 13 muestra que las células diana positivas tratadas con la molécula de ejemplo
de reconocimiento de células "SLT-1A inactiva::scFv2::C2" (SEQ ID NO: 270) promovieron la secrecion de citocinas
por las PBMC, mientras que el tratamiento con la molécula de reconocimiento de células parentales " SLT-1A
inactivo::scFv2" (SEQ ID NO: 282) dio como resultado sélo un nivel de fondo de secrecién de interferén-y
aproximadamente al mismo nivel que el tratamiento de control negativo de "s6lo tampén". La notacién "Linea celular
G + PBMC objetivo positiva" indica que todas las muestras mostradas implicaron un cocultivo de células tumorales de
la linea celular G con PBMC.

La Figura 14 muestra graficamente los resultados de un ensayo de activacién de linfocitos T intercelulares (células T)
con actividad de luciferasa representada en RLU para cada condicién analizada. Para cada muestra, las células
cancerosas humanas diana positivas se trataron previamente con una molécula de reconocimiento de células o un
control negativo y, a continuacién, se incubaron durante 18 horas con células T 176 humanas que expresan un receptor
de células T humanas (TCR) que reconoce especificamente la superficie celular. presentados, complejos de epitopo
F2 de molécula MHC de clase | humana (HLA-A2) (SEQ ID NO: 25), y que comprenden un elemento de respuesta
transcripcional del factor nuclear de células T activadas (NFAT) que impulsa la expresion de luciferasa (transfectada
con reportero de luciferasa). La actividad luciferasa en las muestras, que indica la actividad NFAT en las células T, se
midi6 utilizando el reactivo del sistema de ensayo de luciferasa One-Glo ™ segun las instrucciones del fabricante. La
Figura 14 muestra que las células tumorales diana positivas pretratadas con la molécula de ejemplo de reconocimiento
de células "SLT-1A inactiva::scFv6::F2" (SEQ ID NO: 276) estimularon una respuesta intermolecular en forma de
activacion de células T mediante el reconocimiento de TCR. y sefializacion NFAT; mientras que, €l tratamiento de
células diana positivas con la molécula de reconocimiento de células parentales "inactiva SLT-1A::scFv6" (SEQ ID
NO: 285) dio como resultado sélo el nivel de fondo de sefial luminosa aproximadamente al mismo nivel que el
tratamiento de control negativo de "s6lo bufer". La notacion "Células T indicadoras F+ de linea celular positivas
objetivo” indica que todas las muestras mostradas implicaron un cocultivo de células tumorales de la linea celular G
con las células T 176 transfectadas con indicador de luciferasa (serotipo HLA-A2) como se describié anteriormente.

La Figura 15 muestra graficamente los resultados de un ensayo ELISA 