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DESCRIPCION

Componentes de union a la superficie de células terapéuticas provistos de amatoxina disefiados para terapia de
tumores

Campo de la invencion

La invencion se refiere a terapia de tumores. En un aspecto, la presente invencion se refiere a conjugados de una
toxina y una unidad estructural de unién a una diana, por ejemplo, un anticuerpo, que son Utiles en el tratamiento del
cancer. En particular, la toxina es una amatoxina, y la unidad estructural de unidon a una diana se dirige
preferiblemente contra antigenos asociados a tumores. En particular, la amatoxina se conjuga con el anticuerpo por
unidades estructurales enlazantes. En particular, las unidades estructurales enlazantes estan unidas covalentemente
a grupos funcionales situados en posiciones de la amatoxina demostradas como posiciones preferidas para la unién
de enlazantes con respecto a la actividad antitumoral 6ptima. En un aspecto adicional, la invencion se refiere a
composiciones farmacéuticas que comprenden tales conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una
diana y al uso de tales conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una diana para la preparacion de tales
composiciones farmacéuticas. Los conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una diana y composiciones
farmacéuticas de la invencion son utiles para el tratamiento de cancer.

Antecedentes de la invencion y estado de la técnica

Se ha establecido terapia de anticuerpos para el tratamiento dirigido de pacientes con cancer, trastornos
inmunoldgicos y angiogénicos. El uso de conjugados anticuerpo-farmaco (ADC), esto es inmunoconjugados, para la
administracion local de agentes citotoxicos o citostaticos, esto es farmacos para matar o inhibir las células tumorales
en el tratamiento del cancer tedricamente permiten el suministro dirigido de la unidad estructural del farmaco a los
tumores y la acumulacion intracelular en el mismo, donde la administracion sistémica de estos farmacos no
conjugados puede dar lugar a niveles inaceptables de toxicidad para las células normales, asi como, las células
tumorales buscadas para ser. Se busca por lo tanto la eficacia maxima con toxicidad minima. Los esfuerzos para
disefiar y refinar ADC se han centrado en la selectividad de los anticuerpos monoclonales (mAbs), asi como en las
propiedades de enlace de farmacos vy liberacion de farmacos. Tanto los anticuerpos policlonales como los
anticuerpos monoclonales han sido reportados como Utiles en estas estrategias.

Amatoxinas

Las amatoxinas son péptidos ciclicos compuestos por 8 aminoacidos. Se pueden aislar de los hongos Amanita
phalloides o preparar a partir de los bloques de construccion por sintesis. Las amatoxinas inhiben especificamente la
ARN polimerasa Il dependiente de ADN de las células de mamifero, y por lo tanto también la transcripcion y la
biosintesis de proteinas de las células afectadas. La inhibicién de la transcripcién en una célula causa detencion del
crecimiento y proliferacion. Aunque no esta unido covalentemente, el complejo entre la amanitina y la ARN
polimerasa Il es muy apretado (Kp = 3 nM). La disociacion de la amanitina de la enzima es un proceso muy lento lo
que hace improbable la recuperacion de una célula afectada. Cuando la inhibicién de la transcripcion dura
demasiado tiempo, la célula sufrira muerte celular programada (apoptosis).

Conjugados de amatoxinas y unidades estructurales de unién a una diana

La solicitud de patente anterior EP 1 859 811 A1 (publicada el 28 de noviembre de 2007) por los inventores describe
conjugados, en los que B-amanitina esta acoplada a albumina o a los anticuerpos monoclonales HEA125, OKT3 y
PA-1. Ademas, se estudio el efecto inhibidor de estos conjugados sobre la proliferacion de las células de cancer de
mama (MCF-7), células de linfoma de Burkitt (Raji) y células de linfoma T (Jurkat).

Antigeno de la molécula de adhesién de células epiteliales (EpCAM)

La molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM, CD326) es uno de los antigenos diana mas estudiados en
tumores humanos (Trzpis et al., 2007; Baeuerle and Gires, 2007). Representa una glicoproteina de membrana tipo |
de 314 aminoacidos con un peso molecular aparente de 40 kDa (Balzar et al., 1999). Esta sobreexpresado en la
mayoria de los adenocarcinomas (Winter et al., 2003; Went et al., 2004). En particular, la expresion de EpCAM se
mejora en cancer de mama con ganglios positivos, cancer de ovario epitelial, colangiocarcinoma, adenocarcinoma
pancreatico y cancer de cabeza y cuello de células escamosas. El aumento de la expresion de EpCAM es indicativo
de un mal prondstico en los carcinomas de la mama y de la vesicula biliar (Gastl et al., 2000; Varga et al., 2004;
Spizzo et al., 2002; Spizzo et al., 2004). Es importante destacar que EpCAM se expresa por células madre de cancer
e iniciadoras de tumores en carcinomas mamarios, colorrectales y pancreaticos (Al-Hajj et al., 2003; Dalerba et al.,
2007; Li et al., 2007).

Los anticuerpos monoclonales especificos de EpCAM se han utilizado como una herramienta de diagndstico para la
deteccion de células tumorales circulantes raras en pacientes con cancer (Allard et al., 2004; Nagrath et al., 2007).
Un par de anticuerpos anti-EpCAM disefiados actualmente se investigan en estudios clinicos.

Antigeno HER2
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HER2 (Her2/neu, ErbB2), una tirosina quinasa receptora con un peso molecular aparente de 185 kDa se
sobreexpresa en aproximadamente 25-30% de canceres de mama humanos y canceres gastricos. Esta
sobreexpresion, que a menudo se debe a la amplificacion del gen codificador del receptor, generalmente representa
un mal prondstico, a menudo implicando enfermedad progresiva en los afios posteriores al diagnoéstico inicial.

La terapia con anticuerpos monoclonales se ha establecido para el tratamiento dirigido de pacientes con canceres
Her2/neu-positivos. HERCEPTIN® (trastuzumab) es un anticuerpo monoclonal humanizado derivado de ADN
recombinante que se une selectivamente con alta afinidad en un ensayo basado en células (Kd = 5 nM) al dominio
extracelular de la proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano, HER2 (ErbB2). Trastuzumab
es un anticuerpo kappa IgG1 que contiene regiones marco humanas con las regiones determinantes de
complementariedad de un anticuerpo murino (4D5) que se une a HER2. El trastuzumab se une al antigeno HER2 y
de este modo inhibe el crecimiento de células cancerosas. Debido a que el trastuzumab es un anticuerpo
humanizado, minimiza cualquier respuesta de HAMA en pacientes. El trastuzumab se ha demostrado, tanto en
ensayos in vitro como en animales, para inhibir la proliferacion de las células tumorales humanas que sobreexpresan
HERZ2. El trastuzumab es un mediador de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, ADCC. HERCEPTIN®
es clinicamente activo en pacientes con canceres de mama metastaticos que sobreexpresan ErbB2 que han recibido
extensa terapia anti-cancer previa. Aunque HERCEPTIN® es un avance en el tratamiento de pacientes con
canceres de mama que sobreexpresan ErbB2 y que han recibido extensa terapia anti-cancer previa, la mayoria de
los pacientes de esta poblacién no responden o responden mal al tratamiento con HERCEPTIN®. Por lo tanto, existe
una necesidad clinica significativa de desarrollar terapias adicionales de cancer dirigidas por HER2 para aquellos
pacientes con tumores que sobreexpresan HER2 u otras enfermedades asociadas con la expresion de HER2 que no
responden, o responden mal al tratamiento con HERCEPTIN®.

Problemas técnicos que subyacen a la presente invencion

Habia una necesidad en la técnica anterior de conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una diana que
ejercen sus efectos toxicos a células o tejidos diana a una concentracion mucho menor, de manera que los
conjugados se pueden administrar a concentraciones mas bajas y se minimizan los efectos secundarios dafiinos a
células no diana. Ademas, existia una necesidad en la técnica anterior para el tratamiento de otros tipos de cancer,
particularmente aquellos que eran resistentes a la terapia, o que respondian pobremente a terapias tumorales
reales.

La presente invencion satisface estas y otras necesidades. Por ejemplo, los inventores descubrieron en los
experimentos subyacentes a la presente invencion que se pueden construir conjugados de toxina de unidad
estructural de unién a una diana muy eficaces, en particular conjugados de anticuerpo de amatoxina, eligiendo
puntos de enlace particulares en la parte de amatoxina del conjugado y eligiendo compuestos de enlazante
particular. Tales conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una diana son muy eficaces en que ejercen
su actividad toxica a las células diana a concentraciones muy bajas (ICso de aproximadamente 5 x 102 M) asi como
por ser altamente especificas para sus células diana. Sin desear estar limitadas por una teoria particular, estas
ventajas podrian explicarse en que la unién entre la unidad estructural de unién a una diana y la amatoxina o, si esta
presente, entre el enlazante y la amatoxina se escinde eficientemente dentro de la célula diana y en un grado mucho
mayor menor fuera de la célula.

La descripcion anterior no describe necesariamente todos los problemas resueltos por la presente invencion.
Resumen de la invencién
El alcance de la presente invencion esta definido en las reivindicaciones adjuntas.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una
diana, que comprende: (i) una unidad estructural de unién a una diana; (ii) al menos una amatoxina; y (iii)
opcionalmente un enlazante L2; en donde la al menos una amatoxina esta conectada a la unidad estructural de
unién a una diana o, si esta presente, al enlazante L2 a través del atomo de C 6’ del aminoacido 4 de la amatoxina;
en donde la unidad estructural de unién a una diana se selecciona del grupo que consiste en: (i) anticuerpo o
fragmento de union al antigeno de los mismos; (ii) proteina similar al anticuerpo, en donde dicha proteina de tipo
anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en aficuerpos, anticalinas, proteinas de repeticion de anquirina
disefiadas y proteinas con andamios basados en ubiquitina; y (iii) aptamero de acido nucleico.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere al conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una
diana de acuerdo con el primer aspecto para uso en medicina.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere al conjugado de toxina de unidad estructural de union a una
diana de acuerdo con el primer o el segundo aspecto para el tratamiento del cancer o de una enfermedad
autoinmune en un paciente, en donde el cancer se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en cancer
pancreatico, colangiocarcinoma, cancer de mama, cancer colorectal, cancer de pulmoén, cancer de prostata, cancer
de ovario, cancer de estdmago, cancer de rifién, cancer de cabeza y cuello, tumores cerebrales, tumores en la
infancia, sarcomas de tejidos blandos, cancer de piel epitelial, melanoma maligno, leucemia y linfoma maligno y en
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donde la enfermedad autoinmune se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en espondilitis anquilosante,
enfermedad de Chagas, enfermedad de Crohn, dermatomiositis, diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Goodpasture,
enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré (GBS), enfermedad de Hashimoto, hidradenitis supurativa,
purpura trombocitopénica idiopatica, lupus eritematoso, enfermedad mixta del tejido conectivo, miastenia gravis,
narcolepsia, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, psoriasis, artritis psoriasica, polimiositis, cirrosis biliar primaria,
policondritis reincidente, artritis reumatoide, esquizofrenia, sindrome de Sjogren, arteritis temporal, colitis ulcerativa,
vasculitis granulomatosis de Wegener, en particular artritis reumatoide.

En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere a una composicioén farmacéutica que comprende al menos un
tipo de conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de acuerdo con el primer aspecto y que
comprende ademas uno o mas diluyentes, portadores, excipientes, agentes de carga, aglutinantes, lubricantes,
deslizantes, desintegrantes, adsorbentes; y/o conservantes farmacéuticamente aceptables.

Este resumen de la invencion no describe necesariamente todas las caracteristicas de la invencion.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra las formulas estructurales de diferentes amatoxinas. Los numeros en negrita (1 a 8) designan la
numeracion estandar de los ocho aminoacidos que forman la amatoxina. También se muestran las designaciones
estandar de los atomos de los aminoacidos 1, 3 y 4 (letras griegas a a vy, letras griegas a. a 3 y nUmeros de 1' a 7/,
respectivamente).

La figura 2 muestra una comparacion de las afinidades de union de huHEA125-Ama y huHEA125 a las células diana
mediante un analisis de competencia de unién. Las células Colo205 que expresan EpCAM se incubaron con una
cantidad fija de anticuerpo HEA125 de ratén marcado directamente con FITC. La union a células diana se analizé
por citometria de flujo. La competencia de unién con cantidades crecientes de huHEA125-Ama o huHEA125 revelo
una afinidad muy similar hacia el antigeno diana.

La figura 3 muestra la expresion superficial del antigeno EpCAM sobre diversas lineas celulares de carcinoma
detectadas por inmunofluorescencia indirecta: la figura 3A Capan-1; la figura 3B Colo205; la figura 3C OZ; y la figura
3D MCF-7. Los histogramas sombreados en gris en el lado izquierdo de cada diagrama muestran los resultados
obtenidos con el anticuerpo control Xolair®; los histogramas que tienen un area blanca en el lado derecho de cada
diagrama muestran los resultados obtenidos con el anticuerpo huHEA125. La abreviatura FL1-H representa "altura
de fluorescencia 1", que significa la intensidad de fluorescencia 1, esto es, el canal verde para FITC.

La figura 4 muestra la unién de conjugados de huHEA125-Amanitina y huHEA125-Faloidina a células de cancer de
mama MCF-7 analizadas por citometria de flujo. La abreviatura FL1-H representa "altura de fluorescencia 1", que
significa la intensidad de fluorescencia 1, esto es, el canal verde para FITC.

A: histograma en negrita, huHEA125-Amanitina1; histograma sombreado, huHEA125; histograma punteado, Xolair
(control negativo);

B: histograma en negrita, huHEA125-Amanitina4; histograma sombreado, huHEA125; histograma punteado, Xolair
(control negativo);

C: histograma en negrita, huHEA125-a-Faloidina; histograma sombreado, huHEA125; histograma punteado, Xolair
(control negativo).

La figura 5 muestra una comparacion de la inhibicion de la proliferacion de las células MCF-7 provocada por el
conjugado huHEA125-Amanitina1, el control no unido conjugado Xolair-Amanitina1, y sin Amanitina.

La figura 6 muestra una comparacion de la inhibicion de la proliferacion de las células MCF-7 causada por el
conjugado huHEA125-Amanitina4, el conjugado alfa-faloidina-huHEA125 y sin Amanitina.

La figura 7 muestra una comparacion de la inhibicion de la proliferacion de las células Capan-1 causada por el
conjugado huHEA125-Amanitina3, el anticuerpo de control provisto de Amanitina Xolair®, y sin Amanitina.

La figura 8 muestra una comparacion de la inhibicion de la proliferacion de las células Colo205 causada por el
conjugado huHEA125-Amanitina3, el anticuerpo de control provisto de Amanitina Xolair® y sin Amanitina.

La figura 9 muestra una comparacion de la inhibicion de la proliferacion de las células MCF-7 causada por el
conjugado huHEA125-Amanitina3, el anticuerpo de control provisto de Amanitina Xolair® y sin Amanitina.

La figura 10 muestra una comparacion de la inhibicién de la proliferacion de las células OZ causada por el conjugado
huHEA125-Amanitina3, el anticuerpo de control provisto de Amanitina Xolair® y sin Amanitina.
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La figura 11 A a D muestra una comparacion de la inhibicién sobre la proliferacion celular ejercida por diversos
conjugados de a-amanitina a diferentes concentraciones de amanitina utilizando las lineas celulares positivas de
Her2/neu, SKOV-3, SKBR-3 y NCI-N87, asi como la linea celular negativa de Her2/Neu, MDA-MB231

La figura 12 muestra la actividad antitumoral de diversos conjugados de a-amanitina en dos concentraciones
diferentes (A: 30 pg/kg y B: 150 pg/kg de peso corporal) en un modelo de tumor de xenoinjerto SKOV-3 in vivo.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Antes de que la presente invencién se describa en detalle mas adelante, se debe entender que esta invencion no se
limita a la metodologia, protocolos y reactivos particulares descritos en este documento, ya que pueden variar.
También se debe entender que la terminologia usada en este documento es con el propodsito de describir
Unicamente realizaciones particulares y no pretende limitar el alcance de la presente invenciéon que estara limitado
solamente por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y
cientificos usados en este documento tienen los mismos significados que cominmente entienden los expertos en el
arte.

Preferiblemente, los términos utilizados en este documento se definen como se describe en "A multilingual glossary
of biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)", Leuenberger, H.G.W, Nagel, B. and Kdlbl, H. eds. (1995),
Helvetica Chimica Acta, CH- 4010 Basel, Switzerland).

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo exija de otro
modo, se entendera que la palabra "comprenden" y variaciones tales como "comprende" y "que comprende”
implicara la inclusion de un nimero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas, pero no la exclusion de
cualquier otro nimero entero o etapa o grupo de numero entero o etapa.

Nada en este documento debe interpretarse como una admisiéon de que la invenciéon no tiene derecho a anteceder
dicha divulgacion en virtud de una invencion anterior.

El término "unidad estructural de unién a una diana", como se utiliza en este documento, se refiere a cualquier
molécula o parte de una molécula que se puede unir especificamente a una molécula diana o epitopo diana. Las
unidades estructurales de unién a una diana en el contexto de la presente solicitud son (i) anticuerpos o fragmentos
de unién al antigeno de los mismos; (ii) proteinas de tipo anticuerpo; y (iii) aptameros de acido nucleico. Las
"unidades estructurales de unién a una diana" apropiadas para uso en la presente invencion tienen por lo general
una masa molecular de al menos 15 kDa, al menos 20 kDa, al menos 30 kDa o de al menos 40 kDa o mas.

Como se utiliza en este documento, un "anticuerpo conjugado de toxina" se refiere a un conjugado de toxina de
unidad estructural de unién a una diana en el que la unidad estructural de unién a una diana es un anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno de los mismos de acuerdo con alternativa (i) anterior.

Como se utiliza en este documento, un "conjugado de toxina de proteina de tipo anticuerpo” se refiere a un
conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana en el que la unidad estructural de unién a una diana
es una proteina de tipo anticuerpo de acuerdo con alternativa (ii) anterior.

Como se utiliza en este documento, un "aptamero conjugado" se refiere a un conjugado de toxina de unidad
estructural de unién a una diana en el que la unidad estructural de unién a una diana es un aptamero de acido
nucleico de acuerdo con alternativa (iii) anterior.

En el contexto de la presente solicitud, los términos "molécula diana" y "epitopo diana", respectivamente, se refieren
a un antigeno y un epitopo de un antigeno, respectivamente, que esta especificamente unido a una unidad
estructural de unién a una diana, preferiblemente la molécula diana es un antigeno asociado a un tumor, en
particular un antigeno o un epitopo que esta presente en la superficie de uno o mas tipos de células tumorales en
una concentracion aumentada y/o en una configuracion estérica diferente en comparacion con la superficie de
células no tumorales o un antigeno expresado preferencialmente en células implicadas en enfermedades
autoinmunes, ejemplos de tales antigenos son la parte de Fc de la inmunoglobulina G, receptor de la tirotropina,
colageno de tipo IV, proteinasa 3, ADN topoisomerasa |, placoglobina. Preferiblemente, dicho antigeno o epitopo
esta presente en la superficie de uno o mas tipos de células tumorales, pero no en la superficie de células no
tumorales.

Preferiblemente, el término “antigeno asociado a tumores” comprende todas las sustancias que provocan una
respuesta inmune contra un tumor. Sustancias apropiadas particulares son aquellas que estan enriquecidas en una
célula tumoral en comparacién con una célula sana. Estas sustancias estan preferiblemente presentes dentro y/o
son accesibles en el exterior de la célula tumoral. Si el antigeno tumoral sélo esta presente dentro de una célula
tumoral, seguira siendo accesible para el sistema inmunitario, puesto que el antigeno o sus fragmentos seran
presentados por el sistema MHC en la superficie de la célula. En un aspecto preferido, el antigeno tumoral esta casi
exclusivamente presente en y/o en la célula tumoral y no en una célula sana del mismo tipo celular.
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Los antigenos tumorales apropiadas pueden ser identificados, por ejemplo, analizando la expresion diferencial de
proteinas entre el tumor y las células sanas de los mismos tipo celular utilizando un enfoque basado en micromatriz
(Russo et al., Oncogene. 2003,22: 6497-507), mediante cribado basado en PCR o micromatriz para genes celulares
mutados especificos de tumores (Heller, Annu. Rev. Biomed. Eng. 2002, 4: 129-53) o por identificacion serologica de
antigenos mediante clonacion de expresion recombinante (SEREX; Tureci et al., Mol Med Today. 1997,3 : 342-349).
El experto en el arte conoce un gran numero de sustancias que estan preferencial o exclusivamente presentes en
y/o en células tumorales, que incluyen, por ejemplo, oncogenes como, por ejemplo, el factor de crecimiento
epidérmico truncado, la proteina de unién al folato, la melanoferrina, el antigeno carcinoembrionario, antigeno de
membrana especifico de la prostata, HER2-neu y ciertas cadenas de azdcar como, por ejemplo, mucinas epiteliales.

Se prefiere que se seleccionen antigenos tumorales, lo que provoca una respuesta inmune fuerte, preferencialmente
una respuesta inmune de MHC de clase |. Los antigenos que provocan una respuesta inmune fuerte induciran al
menos 1%, preferiblemente al menos 5%, mas preferiblemente al menos 10% y mas preferiblemente al menos 15%
de células CD4* T o CD8" T productoras de IFN-y aisladas de ratones previamente inmunizados con el antigeno, tras
la estimulacion con el antigeno y/o induciran preferiblemente al menos 5%, y mas preferiblemente al menos 15% de
células B aisladas de ratones previamente inmunizados con el antigeno, tras la estimulacion con el antigeno para
proliferar. Los antigenos que cumplen estos criterios son candidatos para uso en vacunas de cancer terapéuticas y/o
profilacticas.

En una realizacion preferida particular el antigeno tumoral se selecciona del grupo que consiste en antigenos
asociados con el cancer definidos en células T o células B pertenecientes a productos génicos Unicos de genes
celulares mutados o recombinados, en particular quinasas dependientes de la ciclina (por ejemplo, CDC2, CDK2,
CDK4), p15""40 p53, AFP, B-catenina, caspasa 8, p53, producto de fusién Becrabl, MUM-1 MUM-2, MUM-3, ELF2M,
HSP70-2M, HST-2, KIAA0205, RAGE, miosina/m, 707-AP, CDC27/m, ETV6/AML, TEL/AmII, Dekcain, LDLR/FUT,
PmI-RARa, TEL/AMLI; antigenos del cancer de testiculos (CT), en particular NY-ESO-1, miembros de la familia
MAGE (MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A6, MAGE-10, MAGE 12), BAGE, DAM-6, DAM-10,
miembros de la familia GAGE (GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE- 6, GAGE-7B, GAGE- 8), NY-
ESO-1, NA-88A, CAG-3, antigeno asociado a RCC G250; antigenos de virus tumurales, en particular oncoproteinas
E6 o E7 derivadas del virus del papiloma humano (HPV), virus Epstein Barr EBNA2-6, LMP-1, LMP-2; antigenos de
diferenciacion especifica de tejido o sobreexpresada, en particular gp77, gp100, MART-1/Melan-A, p53, tirosinasa,
proteina relacionada con la tirosina (TRP-1 y TPR-2), PSA, PSM, MC1R; antigenos ampliamente expresados, en
particular ART4, CAMEL, CEA, CypB, EpCAM, HER2/neu, hTERT, hTRT, ICE, Muc1 Muc2, PRAME RU1, RU2,
SART-1, SART-2, SART-3, y WT1; y fragmentos y derivados de los mismos. Los antigenos tumorales
particularmente preferidos son antigenos derivados de HER-2 y EpCAM. En el contexto de esta seccion, el término
fragmento se refiere a proteinas suprimidas terminalmente en C y/o terminalmente en N, que comprenden al menos
un epitopo que puede estar especificamente unido por una unidad estructural de unién a una diana.

El término "anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de los mismos", como se utiliza en este documento, se
refiere a moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina,
esto es, moléculas que contienen un sitio de union a antigeno que se une inmunoespecificamente a un antigeno.
También se incluyen proteinas de tipo inmunoglobulina que se seleccionan mediante técnicas que incluyen, por
ejemplo, expresion en fagos para unirse especificamente a una molécula diana, por ejemplo, a la proteina diana
EpCAM o Her2. Las moléculas de inmunoglobulina de la invencién pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo, 1gG,
IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 y IgA2) o subclase de la molécula de
inmunoglobulina. "Anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos" apropiados para su uso en la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales, monovalentes,
biespecificos, heteroconjugados, multiespecificos, humanos, humanizados (en particular injertados con CDR),
desinmunizados o quiméricos, anticuerpos de cadena sencilla (por ejemplo, scFv), fragmentos Fab, fragmentos
F(ab‘),, fragmentos producidos por una biblioteca de expresion de Fab, diacuerpos o tetracuerpos (Holliger P. et al.,
1993), nanocuerpos, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-ld para
anticuerpos de la invencion) y fragmentos de unién a epitopos de cualquiera de los anteriores.

En algunas realizaciones, los fragmentos de unién al antigeno son fragmentos de anticuerpos de unién a antigenos
humanos de la presente invencién e incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab’ y F(ab’),, Fd, Fv de cadena sencilla
(scFv), anticuerpos de cadena sencilla, Fv con enlace disulfuro (dsFv) y fragmentos que comprenden ya sea un
dominio VL o VH. Los fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos de cadena sencilla,
pueden comprender el(los) dominio(s) variable(s) solo(s) o en combinacion con la totalidad o una porcion de los
siguientes: region bisagra, dominios CL, CH1, CH2 y CH3. También se incluyen en la invencién los fragmentos de
union al antigeno que comprenden también cualquier combinacion de dominio(s) variable(s) con una region bisagra,
dominios CL, CH1, CH2 y CH3.

Los anticuerpos utilizables en la invencion pueden ser de cualquier origen animal incluyendo aves y mamiferos.
Preferiblemente, los anticuerpos son de origen humano, roedor (por ejemplo, ratén, rata, conejillo de indias o
conejo), pollo, cerdo, oveja, cabra, camello, vaca, caballo, burro, gato o perro. Se prefiere particularmente que los
anticuerpos sean de origen humano o murino. Como se utiliza en este documento, los "anticuerpos humanos"
incluyen anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina humana e incluyen
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anticuerpos aislados de bibliotecas de inmunoglobulina humana o de animales transgénicos para una o mas
inmunoglobulinas humanas y que no expresan inmunoglobulinas endégenas, como se describe por ejemplo en la
Patente de los Estados Unidos No. 5,939,598 de Kucherlapati & Jakobovits.

El término “proteina de tipo anticuerpo” se refiere a una proteina que ha sido modificada genéticamente (por
ejemplo, por mutagénesis de bucles) para unirse especificamente a una molécula diana. Por lo general, dicha
proteina de tipo anticuerpo comprende al menos un bucle de péptido variable unido a ambos extremos a un andamio
de proteinas. Esta doble restriccion estructural aumenta en gran medida la afinidad de union de la proteina de tipo
anticuerpo a niveles comparables a los de un anticuerpo. La longitud del bucle de péptido variable por lo general
consiste en 10 a 20 aminoacidos. La proteina de andamio puede ser cualquier proteina que tenga buenas
propiedades de solubilidad. Preferiblemente, la proteina de andamio es una proteina globular pequefa. Las
proteinas de tipo anticuerpo incluyen sin limitacion aficuerpos, anticalinas, proteinas de repeticién Ankyrin disefiadas
(para revision véase: Binz et al., 2005) y proteinas con andamios basados en ubiquitina. Las proteinas de tipo
anticuerpo se pueden derivar de grandes bibliotecas de mutantes, por ejemplo, se exploran a partir de bibliotecas
grandes de expresion en fagos y se pueden aislar en analogia a anticuerpos regulares. También, se pueden obtener
proteinas de union de tipo anticuerpo mediante mutagénesis combinatoria de residuos expuestos a la superficie en
proteinas globulares.

El término "aptamero de acido nucleico” se refiere a una molécula de acido nucleico que modificada genéticamente a
través de rondas repetidas de seleccion in vitro o SELEX (evolucion sistematica de ligandos mediante
enriquecimiento exponencial) para unirse a una molécula diana (para una revision véase: Brody and Gold, 2000). El
aptamero de acido nucleico puede ser una molécula de ADN o ARN. Los aptameros pueden contener
modificaciones, por ejemplo, nucleétidos modificados tales como pirimidinas sustituidas con 2'- fluor.

El término "amatoxina" incluye todos los péptidos ciclicos compuestos de 8 aminoacidos como aislados del género
Amanita y descritos en la ref. (Wieland, T. and Faulstich H., 1978); ademas todos los derivados quimicos de los
mismos; ademas todos los analogos semisintéticos de los mismos; ademas todos sus analogos sintéticos
construidos a partir de bloques de construccion de acuerdo con la estructura maestra de los compuestos naturales
(ciclicos, 8 aminoacidos), ademas todos los analogos sintéticos o semisintéticos que contienen aminoacidos no
hidroxilados en lugar de los aminoacidos hidroxilados, ademas todos los analogos sintéticos o semisintéticos, en los
que la unidad estructural tioéter sulféxido se reemplaza por un sulfuro, sulfona, o por atomos diferentes del azufre,
por ejemplo, un atomo de carbono como en un carbaanalogo de amanitina.

Funcionalmente, las amatoxinas se definen como péptidos o depsipeptidos que inhiben la ARN polimerasa Il de
mamifero. Las amatoxinas preferidas son aquellas con un grupo funcional (por ejemplo, un grupo carboxilico, un
grupo amino, un grupo hidroxi, un tiol o un grupo de captura de tiol) que se pueden hacer reaccionar con moléculas
enlazantes o unidades estructurales de unién a una diana como se ha definido anteriormente. Las amatoxinas que
son particularmente apropiadas para los conjugados de la presente invenciéon son a-amanitina, -amanitina, y-
amanitina, o-amanitina, amanina, amaninamida, amanulina y acido amanulinico como se muestra en la figura 1, asi
como sales, derivados quimicos, analogos semisintéticos y analogos sintéticos de los mismos. Las amatoxinas
particularmente preferidas para uso en la presente invencion son a-amanitina, f-amanitina y amaninamida.

Como se utiliza en este documento, un "derivado quimico" (o corto: un "derivado") de un compuesto se refiere a una
especie que tiene una estructura quimica que es similar al compuesto, conteniendo al menos un grupo quimico no
presente en el compuesto y/o deficiente de al menos un grupo quimico que esta presente en el compuesto. El
compuesto al que se compara el derivado se conoce como el compuesto "original". Por lo general, se puede producir
un "derivado"” a partir del compuesto original en una o mas etapas de reaccién quimica.

Como se utiliza en este documento, un "analogo" de un compuesto se relaciona estructuralmente pero no idéntico al
compuesto y presenta al menos una actividad del compuesto. El compuesto al que se compara el andlogo se
conoce como el compuesto "original". Las actividades antes mencionadas incluyen, sin limitacion: actividad de unién
a otro compuesto; actividad inhibidora, por ejemplo, actividad inhibidora de la enzima; efectos toxicos; actividad
activadora, por ejemplo, actividad de activacion enzimatica. No se requiere que el analogo presente dicha actividad
en la misma medida que el compuesto original. Un compuesto se considera como un analogo dentro del contexto de
la presente solicitud, si presenta la actividad relevante en un grado de al menos 1% (mas preferiblemente al menos
5%, mas preferiblemente al menos 10%, mas preferiblemente al menos 20%, mas preferiblemente al menos 30%,
mas preferiblemente al menos 40%, y mas preferiblemente al menos 50%) de la actividad del compuesto original. De
este modo, un "analogo de una amatoxina", como se utiliza en este documento, se refiere a un compuesto que esta
estructuralmente relacionado con una cualquiera de a-amanitina, B-amanitina, y-amanitina, e-amanitina, amanina,
amaninamida, amanulina, y acido amanulinico como se muestra en la figura 1 y que presenta al menos 1% (mas
preferiblemente al menos 5%, mas preferiblemente al menos 10%, mas preferiblemente al menos 20%, mas
preferiblemente al menos 30%, mas preferiblemente al menos 40%, y mas preferiblemente al menos 50%) de la
actividad inhibidora contra la ARN polimerasa |l de mamifero en comparaciéon con al menos una de a-amanitina, -
amanitina, y-amanitina, e-amanitina, amanina, amaninamida, amanulina, y acido amanulinico. Un "analogo de una
amatoxina" apropiado para su uso en la presente invencion puede presentar incluso una mayor actividad inhibidora
contra la ARN polimerasa Il de mamifero que una cualquiera de a-amanitina, f-amanitina, y-amanitina, e-amanitina,
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amanina, amaninamida, amanulina, o acido amanulinico. La actividad inhibidora se puede medir determinando la
concentracion a la que se produce el 50% de inhibicién (valor ICsg). La actividad inhibidora contra la ARN polimerasa
Il de mamifero se puede determinar indirectamente midiendo la actividad inhibidora sobre la proliferacion celular. En
el ejemplo 3 se describe un ensayo apropiado para medir la inhibicion de la proliferacién celular.

Un "analogo semisintético" se refiere a un analogo que se ha obtenido por sintesis quimica utilizando compuestos de
fuentes naturales (por ejemplo, materiales vegetales, cultivos bacterianos o cultivos celulares) como material de
partida. Por lo general, un "analogo semisintético" de la presente invencién se ha sintetizado partiendo de un
compuesto aislado de un hongo de la familia Amanita. Por el contrario, un "analogo sintético" se refiere a un analogo
sintetizado mediante la denominada sintesis total de pequefios bloques de construccion (por lo general
petroquimicos). Por lo general, esta sintesis total se lleva a cabo sin la ayuda de procesos bioldgicos.

Un "enlazante" en el contexto de la presente solicitud se refiere a una molécula que aumenta la distancia entre dos
componentes, por ejemplo, para aliviar interferencia estérica entre la unidad estructural de unién a una diana y la
amatoxina, que puede disminuir de otra manera la capacidad de la amatoxina para interactuar con ARN polimerasa
Il. El enlazante puede servir a otro proposito, ya que puede facilitar la liberacion de la amatoxina especificamente en
la célula que esta siendo dirigida por la unidad estructural de unién a una diana. Se prefiere que el enlazante y
preferiblemente la union entre el enlazante y la amatoxina en un lado y la unién entre el enlazante y el anticuerpo en
el otro lado sea estable bajo las condiciones fisiologicas fuera de la célula, por ejemplo, la sangre, mientras que
puede escindirse dentro de la célula, en particular dentro de la célula diana, por ejemplo, células cancerosas o
células inmunes. Para proporcionar esta estabilidad selectiva, el enlazante puede comprender funcionalidades que
son preferiblemente sensibles al pH para generar enlazantes sensibles al pH como se describe, por ejemplo, en S.
Fletcher, M. R. Jorgensens and A. D. Miller; Org. Lett. 2004, 6(23), pp 4245-4248, o sensibles a la proteasa para
generar enlazantes sensibles a la proteasa como se describe, por ejemplo, en L. DA Ibsen, Blood 2003, 102, 1458-
65 o Francisco JA, Cerreny CG, Meyer DL, Nat. Biotechnol 2003, 21, 778-84. Alternativamente, el enlace que une el
enlazante a la unidad estructural de unién a una diana puede proporcionar la estabilidad selectiva. Preferiblemente,
un enlazante tiene una longitud de al menos 1, preferiblemente de 1-20 atomos de longitud (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 atomos de carbono) en donde un lado del enlazante se ha
hecho reaccionar con la amatoxina y, el otro lado con una unidad estructural de unién a una diana. En el contexto de
la presente invencién, un enlazante es preferiblemente un alquilo Ci-20, heteroalquilo Ci-2, alquenilo Cy.2,
heteroalquenilo Cy-20, alquinilo C,.20, heteroalquinilo C,.2, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, aralquilo,
o0 un grupo heteroaralquilo, opcionalmente sustituido. El enlazante puede contener uno o mas elementos
estructurales tales como amida, éster, éter, tioéter, disulfuro, unidades estructurales hidrocarburo y similares. El
enlazante también puede contener combinaciones de dos o mas de estos elementos estructurales. Cada uno de
estos elementos estructurales puede estar presente en el enlazante mas de una vez, por ejemplo, dos veces, tres
veces, cuatro veces, cinco veces o seis veces. En algunas realizaciones, el enlazante puede comprender un enlace
disulfuro. Se entiende que el enlazante tiene que estar unido ya sea en una sola etapa o en dos o mas etapas
posteriores a la amatoxina y a la unidad estructural de unién a una diana. Para ello, el enlazante que llevara dos
grupos, preferiblemente en un extremo proximal y distal, que puede (i) formar un enlace covalente con un grupo,
preferiblemente un grupo activado sobre una amatoxina o el péptido de unién a una diana o (ii) que es o se puede
activar para formar un enlace covalente con un grupo sobre una amatoxina. De acuerdo con lo anterior, si el
enlazante esta presente, se prefiere que los grupos quimicos estén en el extremo distal y proximal del enlazante,
que son el resultado de dicha reaccion de acoplamiento, por ejemplo, un éster, un éter, un uretano, un enlace
peptidico, etc. La presencia de un "enlazante" es opcional, esto es, la toxina puede estar directamente unida a un
residuo de la unidad estructural de unién a una diana en algunas realizaciones del conjugado de toxina de la unidad
estructural de unién a una diana de la presente invencién. Se prefiere que el enlazante esté conectado directamente
a través de un enlace a la unidad estructural de direccionamiento, preferiblemente en su extremo. Si la unidad
estructural de unién a una diana comprende grupos amino, carboxi o sulfhidrilo libres, por ejemplo, en forma de
residuos Asp, Glu, Arg, Lys, Cys, que pueden estar comprendidos en un polipéptido, entonces se prefiere que el
enlazante esté acoplado a dicho grupo.

Como se utiliza en este documento, se considera que un primer compuesto (por ejemplo, un anticuerpo) "se une
especificamente” a un segundo compuesto (por ejemplo, un antigeno, tal como una proteina diana), si tiene una
constante de disociacion Kp con dicho segundo compuesto de 100 uM o menos, preferiblemente 50 UM o menos,
preferiblemente 30 uM o menos, preferiblemente 20 UM o menos, preferiblemente 10 uM o menos, preferiblemente 5
pM o menos, mas preferiblemente 1 uM o menos, mas preferiblemente 900 nM o menos, mas preferiblemente 800
nM o menos, mas preferiblemente 700 nM o menos, mas preferiblemente 600 nM o menos, mas preferiblemente 500
nM o menos, mas preferiblemente 400 nM o menos, mas preferiblemente 300 nM o menos, mas preferiblemente 200
nM o menos, incluso mas preferiblemente 100 nM o menos, incluso mas preferiblemente 90 nM o menos, incluso
mas preferiblemente 80 nM o menos, incluso mas preferiblemente 70 nM o menos, incluso mas preferiblemente 60
nM o menos, incluso mas preferiblemente 50 nM o menos, incluso mas preferiblemente 40 nM o menos, incluso mas
preferiblemente 30 nM o menos, incluso mas preferiblemente 20 nM o menos, e incluso mas preferiblemente 10 nM
0 Menos.

Como se utiliza en este documento, un "paciente" significa cualquier mamifero o ave que pueda beneficiarse de un
tratamiento con los conjugados de toxina de unidad estructural de union a una diana descritos en este documento.
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Preferiblemente, un "paciente" se selecciona del grupo que consiste en animales de laboratorio (por ejemplo, ratén o
rata), animales domésticos (incluyendo, por ejemplo, conejillo de indias, conejo, pollo, cerdo, oveja, cabra, camello,
vaca, caballo, burro, gato o perro), o primates incluyendo seres humanos. Se prefiere particularmente que el
"paciente" sea un ser humano.

» o«

Como se utiliza en este documento, “tratar”, “que trata” o “tratamiento” de una enfermedad o trastorno significa lograr
uno o mas de los siguientes: (a) reducir la gravedad del trastorno; (b) limitar o prevenir el desarrollo de sintomas
caracteristicos del(los) trastorno(s) que se esta(n) tratando; (c) inhibir el empeoramiento de los sintomas
caracteristicos del(los) trastorno(s) que se esta(n) tratando; (d) limitar o prevenir la recurrencia del(los) trastorno(s)
en pacientes que han tenido anteriormente el(los) trastorno(s); y (e) limitar o prevenir la recurrencia de los sintomas
en pacientes que anteriormente eran sintomaticos para el(los) trastorno(s).

Como se utiliza en este documento, la "administracion” incluye la administracion in vivo, asi como la administracion
directamente al tejido ex vivo, tal como injertos de vena.

Una "cantidad eficaz" es una cantidad de un agente terapéutico suficiente para lograr el propdsito pretendido. La
cantidad eficaz de un agente terapéutico determinado variara con factores tales como la naturaleza del agente, la
ruta de administracion, el tamafo y la especie del animal para recibir el agente terapéutico, y el propdsito de la
administracion. La cantidad eficaz en cada caso individual puede ser determinada empiricamente por un experto en
el arte seguin métodos establecidos en la técnica.

"Farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por un organismo regulador del gobierno federal o de un estado o
listado en la Farmacopea de los Estados Unidos u otra farmacopea generalmente reconocida para uso en animales,
y mas particularmente en seres humanos.

Realizaciones de la invencién

La presente invencion se describira ahora con mas detalle. En los pasajes siguientes se definen diferentes aspectos
de la invencién con mas detalle. Cada aspecto asi definido puede ser combinado con cualquier otro aspecto o
aspectos a menos que se indique claramente lo contrario. En particular, cualquier caracteristica indicada como
preferida o ventajosa puede combinarse con cualquier otra caracteristica o caracteristicas indicadas como preferidas
0 ventajosas.

En un primer aspecto la presente invencion se refiere a un conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una
diana, que comprende: (i) una unidad estructural de unién a una diana; (ii) al menos una amatoxina; y (iii) un
enlazante L2; en donde al menos una amatoxina esta conectada al enlazante L2 a través del atomo de C 6’ del
aminoacido 4 de la amatoxina (véase la figura 1). En las amatoxinas preferidas utilizables en el primer aspecto,
dicho aminoacido 4 es triptéfano sustituido con 2-‘azufre o 6'-hidroxi-triptéfano sustituido con 2-‘azufre.

En una realizacion preferida del primer aspecto la amatoxina esta conectada al enlazante L2 a través un atomo de
oxigeno unido al atomo de C 6’ del aminoacido 4 de la amatoxina. Se prefiere adicionalmente que la amatoxina esté
conectada al enlazante L2 a través de un enlace éter (es decir, amatoxina-O-L2 o amatoxina-O-unidad estructural de
union diana En estas realizaciones, se prefiere que el aminoacido 43 sea 6’-hidroxi-triptéfano.

En realizaciones preferidas del primer aspecto el el conjugado tiene la siguiente estructura: amatoxina-6’ C-O-L2-
unidad estructural de unién a una diana.

En realizaciones preferidas del primer aspecto, la unidad estructural de unién a una diana esta conectada al
enlazante L2 a través de un grupo amino presente en la unidad estructural de unién a una diana.

En realizaciones preferidas del primer aspecto la amatoxina se selecciona entre a-amanitina, p-amanitina, &-
amanitina, e-amanitina, amanina, amaninamida, amanulina, o acido amanulinico (todas mostradas en la figura 1), asi
como sales, derivados quimicos, analogos semisintéticos, y analogos sintéticos de los mismos. Las amatoxinas
particularmente preferidas son a-amanitina, p-amanitina, y amaninamida, asi como sales, derivados quimicos,
analogos semisintéticos, y analogos sintéticos de los mismos.

La unidad estructural de unién diana es, en realizaciones preferidas una proteina, en particular un anticuerpo. Las
proteinas y en particular anticuerpos comprenderan varios aminoacidos, que permiten el acoplamiento de
amatoxinas. Los aminoacidos preferidos tienen grupos amino, hidroxi, o carbonilo libres, incluyendo Lys, GIn, Glu,
Asp, Asn, Thr, y Ser. De acuerdo con lo anterior, es posible acoplar mas de una molécula de amatoxina a una
molécula de proteina. Un aumento del nUmero de amatoxinas por molécula también aumentara la toxicidad. De
acuerdo con lo anterior, en una realizacion preferida la relacion de proteina con amatoxina es entre 1 molécula de
proteina a entre 1 y 15 moléculas de amatoxina, preferiblemente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 0 15. Con
el fin de calcular la relaciéon en el caso de dimeros como IgG, el dimero se considera como una molécula. Se
prefieren relaciones similares, si la unidad estructural de unién a una diana no es una proteina.

En realizaciones preferidas del primer aspecto, el enlazante L2 tiene significado y significados preferidos antes
indicados. En otras realizaciones preferidas del primer aspecto, el enlazante L2 comprende un enlace disulfuro.
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En realizaciones preferidas del primero, el enlazante L2 tiene una longitud de 1 a 20 atomos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 atomos de carbono. La longitud del enlazante se define como
la conexion mas corta-medida por el nimero de atomos o enlaces-entre la unidad estructural de toxina y la unidad
estructural de unién a una diana.

En realizaciones preferidas del primer aspecto, la unidad estructural de unién a una diana se une especificamente a
un epitopo que esta presente en una célula tumoral. Se prefiere particularmente que la unidad estructural de unién a
una diana se une especificamente a un epitopo de antigeno asociado con el cancer definido de células T o células B
perteneciente a productos génicos uUnicos de genes celulares mutados o recombinados, en particular quinasas
dependientes de la ciclina (por ejemplo, CDC2, CDK2, CDK4), p15""4 p53, AFP, B-catenina, caspasa 8, p53,
producto de fusién Ber-abl, MUM-1 MUM-2, MUM-3, ELF2M, HSP70-2M, HST-2, KIAA0205, RAGE, miosina/m, 707-
AP, CDC27/m, ETV6/AML, TEL/AmIl, Dekcain, LDLR/FUT, PmI-RARa, TEL/AMLI; antigenos del cancer de testiculos
(CT), en particular NY-ESO- 1, miembros de la familia MAGE (MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-
A6, MAGE-10, MAGE- 12), BAGE, DAM-6, DAM-10, miembros de la familia GAGE (GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3,
GAGE-4, GAGE-5, GAGE- 6, GAGE-7B, GAGE- 8), NY-ESO-1, NA-88A, CAG-3, antigeno asociado a RCC G250;
antigenos de virus tumurales, en particular oncoproteinas E6 o E7 derivadas del virus del papiloma humano (HPV),
virus Epstein Barr EBNA2-6, LMP-1, LMP-2; antigenos de diferenciacion especifica de tejido o sobreexpresada, en
particular gp77, gp100, MART-1/Melan-A, p53, tirosinasa, proteina relacionada con tirosinasa (TRP-1 y TPR-2),
PSA, PSM, MC1R ; antigenos ampliamente expresados, en particular ART4, CAMEL, CEA, CypB, EpCAM,
HER2/neu, hTERT, hTRT. ICE, Mucl, Muc2, PRAME RU1, RU2, SART-1, SART-2, SART-3, y WT1; y fragmentos y
derivados de los mismos. Los antigenos tumorales particularmente preferidos son antigenos derivados de las
proteinas HER-2 y EpCAM.

En el primer aspecto, la unidad estructural de union a una diana se selecciona del grupo que consiste en: (i)
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de los mismos; (i) proteina de tipo anticuerpo; y (iii) aptamero de acido
nucleico. En realizaciones preferidas el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de los mismos se selecciona
entre un diacuerpo, un tetracuerpo, un nanocuerpo, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo desinmunizado, un
anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano. En realizaciones preferidas el fragmento de unién al antigeno se
selecciona del grupo que consiste en Fab, F(ab’),, Fd, Fv, Fv de cadena sencilla, y Fv con enlace disulfuro (dsFv).
En realizaciones preferidas el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de los mismos comprende (a) ya sea la
forma unida a la membrana de la cadena pesada de huHEA125 (SEQ ID NO: 1) o la forma soluble de la cadena
pesada de huHEA125 (SEQ ID NO: 2); y/o (b) la cadena ligera de huHEA125 (SEQ ID NO: 11).

En realizaciones preferidas del primer aspecto el conjugado de toxina de unidad estructural de uniéon a una diana
comprende (i) un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno de los mismos se une especificamente a la
molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM), en donde el anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno
de los mismos comprende: (a) la cadena pesada de huHEA125, en donde la cadena pesada se selecciona del grupo
que consiste en: (a1) la forma unida a la membrana de la cadena pesada de acuerdo con SEQ ID NO: 1, en donde
el domino variable de la cadena pesada de VH como se muestra en SEQ ID NO: 3 comprende entre 0 y 10 (por
ejemplo, 0,1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, o 10) intercambios de aminoacidos, entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 0 10) deleciones de aminoacidos y/o entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) adiciones de
aminoacidos posicionados en las regiones marco de VH, y en donde el dominio constante de la cadena pesada
como se muestra en SEQ ID NO: 26 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10)
intercambios de aminoacidos, entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) deleciones de aminoacidos
y/o entre 0y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10) adiciones de aminoacidos; y (a2) la forma soluble de la
cadena pesada de acuerdo con SEQ ID NO: 2, en donde el domino variable de la cadena pesada de VH como se
muestra en SEQ ID NO: 3 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) intercambios de
aminoacidos, entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, o 10) deleciones de aminoacidos y/o entre 0 y 10
(por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 0 10) adiciones de aminoacidos posicionados en las regiones marco de VH, y
en donde el dominio constante de la cadena pesada como se muestra en SEQ ID NO: 27 comprende entre 0 y 10
(por ejemplo, 01, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, o 10) intercambios de aminoacidos, entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 8,9, o 10) deleciones de aminoacidos y/o entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 0 10) adiciones de
aminodcidos; y (b) la cadena ligera de huHEA125 de acuerdo con SEQ ID NO: 11, en donde el domino variable de la
cadena ligera de VL como se muestra en SEQ ID NO: 12 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8, 9, o0 10) intercambios de aminoacidos, entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) deleciones de
aminoacidos y/o entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10) adiciones de aminoacidos posicionados en
las regiones marco de VL, y en donde el dominio constante de la cadena ligera CL como se muestra en SEQ ID NO:
28 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, o 10) intercambios de aminoacidos, entre 0 y 10
(por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, o 10) deleciones de aminoacidos y/o entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, o 10) adiciones de aminoacidos; (ii) una amatoxina; y (iii) opcionalmente un enlazante L1, L2, o L3.

En realizaciones preferidas del primer aspecto el conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana
comprende: (a) la cadena pesada de huHEA125, en donde la cadena pesada se selecciona del grupo que consiste
en: (a1) la forma unida a la membrana de la cadena pesada de acuerdo con SEQ ID NO: 1, en donde el domino
variable de la cadena pesada de VH como se muestra en SEQ ID NO: 3 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9, 0 10) intercambios de aminoacidos, entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 0 10)
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deleciones de aminoacidos y/o entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10) adiciones de aminoacidos
posicionados en las regiones marco de VH; y (a2) la forma soluble de la cadena pesada de acuerdo con SEQ ID NO:
2, en donde el domino variable de la cadena pesada de VH como se muestra en SEQ ID NO: 3 comprende entre 0 y
10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, o 10) intercambios de aminoacidos, entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4,
5,6,7, 8,9, 0 10) deleciones de aminoacidos y/o entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) adiciones
de aminoacidos posicionados en las regiones marco de VH; y (b) la cadena ligera de huHEA125 de acuerdo con
SEQ ID NO: 11, en donde el domino variable de la cadena ligera de VL como se muestra en SEQ ID NO: 12
comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, o 10) intercambios de aminoacidos, entre 0 y 10 (por
ejemplo, 0,1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, o 10) deleciones de aminoacidos y/o entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 0 10) adiciones de aminoacidos posicionados en las regiones marco de VL.

En realizaciones preferidas del primer aspecto el conjugado de toxina de unidad estructural de uniéon a una diana
comprende: (a) la cadena pesada de huHEA125, en donde la cadena pesada se selecciona del grupo que consiste
en: (a1) la forma unida a la membrana de la cadena pesada de acuerdo con SEQ ID NO: 1, en donde el domino
variable de la cadena pesada de VH como se muestra en SEQ ID NO: 3 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9, o 10) intercambios de aminoacidos, deleciones de aminoacidos y/o adiciones de aminoacidos
posicionados en las regiones marco de VH, y en donde el dominio constante de la cadena pesada como se muestra
en SEQ ID NO: 26 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) intercambios de
aminoacidos, deleciones de aminoacidos y/o adiciones de aminoacidos; y (a2) la forma soluble de la cadena pesada
de acuerdo con SEQ ID NO: 2, en donde el domino variable de la cadena pesada de VH como se muestra en SEQ
ID NO: 3 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) intercambios de aminoacidos,
deleciones de aminoacidos y/o adiciones de aminoacidos posicionados en las regiones marco de VH, y en donde el
dominio constante de la cadena pesada como se muestra en SEQ ID NO: 27 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo,
0,1,2 3,4,5, 6,7, 8, 9, o 10) intercambios de aminoacidos, deleciones de aminoacidos y/o adiciones de
aminodcidos; y (b) la cadena ligera de huHEA125 de acuerdo con SEQ ID NO: 11, en donde el domino variable de la
cadena ligera de VL como se muestra en SEQ ID NO: 12 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8, 9, o 10) intercambios de aminoacidos, deleciones de aminoacidos y/o adiciones de aminoacidos posicionados en
las regiones marco de VL, y en donde el dominio constante de la cadena ligera de CL como se muestra en SEQ ID
NO: 28 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) intercambios de aminoacidos,
deleciones de aminoacidos y/o adiciones de aminoacidos.

En realizaciones preferidas del primer aspecto el conjugado de toxina de unidad estructural de uniéon a una diana
comprende: (a) la cadena pesada de huHEA125, en donde la cadena pesada se selecciona del grupo que consiste
en: (a1) la forma unida a la membrana de la cadena pesada de acuerdo con SEQ ID NO: 1, en donde el domino
variable de la cadena pesada de VH como se muestra en SEQ ID NO: 3 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9, o 10) intercambios de aminoacidos posicionados en las regiones marco de VH, y en donde el
dominio constante de la cadena pesada como se muestra en SEQ ID NO: 26 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo,
0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 0 10) intercambios de aminoacidos; y (a2) la forma soluble de la cadena pesada de acuerdo
con SEQ ID NO: 2, en donde el domino variable de la cadena pesada de VH como se muestra en SEQ ID NO: 3
comprende entre 0y 10 (por ejemplo, 0, 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10) intercambios de aminoacidos posicionados en
las regiones marco de VH, y en donde el dominio constante de la cadena pesada como se muestra en SEQ ID NO:
27 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) intercambios de aminoacidos; y (b) la
cadena ligera de huHEA125 de acuerdo con SEQ ID NO: 11, en donde el domino variable de la cadena ligera de VL
como se muestra en SEQ ID NO: 12 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10)
intercambios de aminoacidos posicionados en las regiones marco de VL, y en donde el dominio constante de la
cadena ligera de CL como se muestra en SEQ ID NO: 28 comprende entre 0 y 10 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8, 9, 0 10) intercambios de aminoacidos.

Dentro de otras realizaciones preferidas del primer aspecto la unidad estructural de unién a una diana comprende la
cadena pesada de huHEA125 (forma unida a la membrana, SEQ ID NO: 1) y/o la cadena ligera de huHEA125 (SEQ
ID NO: 11). En una realizacion del primer aspecto, la cadena pesada de huHEA125 y/o la cadena ligera de
huHEA125 comprenden cada una de manera independiente entre si hasta 20 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20) intercambios, deleciones, o adiciones de aminoacidos, en donde estos
intercambios, deleciones, o adiciones de aminoacidos pueden ser situados en los dominios constantes de la cadena
pesada y/o en el dominio constante de la cadena ligera y/o en las regiones marco del dominio variable de la cadena
pesada y/o en las regiones marco del dominio variable de la cadena ligera. En una realizacion particularmente
preferida del primer aspecto, el anticuerpo es un anticuerpo IgG completo que comprende dos cadenas pesadas de
huHEA125 (SEQ ID NO: 1) y dos cadenas ligeras de huHEA125 (SEQ ID NO: 11), en donde una cadena pesada
esta conectada a una cadena ligera a través una union disulfuro y en donde las cadenas pesadas estan conectadas
entre si por uno o dos (preferiblemente dos) enlaces disulfuro.

Dentro de otras realizaciones preferidas del primer aspecto la unidad estructural de unién a una diana comprende la
cadena pesada de huHEA125 (forma soluble, SEQ ID NO: 2) y/o la cadena ligera de huHEA125 (SEQ ID NO: 11).
En una realizacion del primer aspecto, la cadena pesada de huHEA125 y/o la cadena ligera de huHEA125
comprenden cada una de manera independiente entre si hasta 20 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20) intercambios, deleciones, o adiciones de aminoacidos, en donde estos intercambios,
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deleciones, o adiciones de aminoacidos pueden ser situados en los dominios constantes de la cadena pesada y/o en
el dominio constante de la cadena ligera y/o en las regiones marco del dominio variable de la cadena pesada y/o en
las regiones marco del dominio variable de la cadena ligera. En una realizacion particularmente preferida del primer
aspecto, el anticuerpo es un anticuerpo IgG completo que comprende dos cadenas pesadas de huHEA125 (SEQ ID
NO: 2) y dos cadenas ligeras de huHEA125 (SEQ ID NO: 11), en donde una cadena pesada esta conectada a una
cadena ligera a través de una union disulfuro y en donde las cadenas pesadas estan conectadas entre si por uno o
dos (preferiblemente dos) enlaces disulfuro.

En un segundo aspecto la presente invencion se refiere al conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una
diana de acuerdo con el primero, el segundo, o el tercer aspecto para uso en medicina.

En un tercer aspecto la presente invencion se refiere al conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una
diana de acuerdo con el primero y el segundo aspecto para el tratamiento del cancer o una enfermedad autoinmune
en un paciente, en donde el cancer se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en cancer pancreatico,
colangiocarcinoma, cancer de mama, cancer colorectal, cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer de ovario,
cancer de estébmago, cancer de rifidén, cancer de cabeza y cuello, tumores cerebrales, tumores en la infancia,
sarcomas de tejidos blandos, cancer de piel epitelial, melanoma maligno, leucemia y linfoma maligno y en donde la
enfermedad autoinmune se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en espondilitis anquilosante,
enfermedad de Chagas, enfermedad de Crohn, dermatomiositis, diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Goodpasture,
enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré (GBS), enfermedad de Hashimoto, hidradenitis supurativa,
purpura trombocitopénica idiopatica, lupus eritematoso sistémico, enfermedad mixta del tejido conectivo, miastenia
gravis, narcolepsia, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, psoriasis, artritis psoriasica, polimiositis, cirrosis biliar
primaria, policondritis reincidente, artritis reumatoide, esquizofrenia, sindrome de Sjogren, arteritis temporal, colitis
ulcerativa y vasculitis Granulomatosis de Wegener, en particular artritis reumatoide.

En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende al menos un
tipo del conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de acuerdo con el primer aspecto y que
comprende ademas uno o mas diluyentes, portadores, excipientes, agentes de carga, aglutinantes, lubricantes,
deslizantes, desintegrantes, adsorbentes; y/o conservantes farmacéuticamente aceptables. Se prevé que la
composicion farmacéutica puede comprender dos 0 mas conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una
diana diferentes. Preferiblemente, las unidades estructurales de unién a una diana se unen a diferentes dianas. En
particular en la terapia tumoral se ha reconocido que puede ser ventajoso administrar dos o mas unidades
estructurales de unién a una diana dirigidos contra dos dianas diferentes en la misma célula tumoral, aumentando
asi la probabilidad de que todas las células tumorales sean sacrificadas por la administracion del terapéutico y
disminuyendo la probabilidad de desarrollo de resistencia.

Se prefiere particularmente que la composicién farmacéutica del cuarto aspecto se pueda utilizar en forma de
medicamentos administrados sistémicamente. Estos incluyen parenterales, que comprenden entre otros inyectables
e infusiones. Los inyectables se formulan en forma de ampollas o como inyectables listos para utilizar, por ejemplo,
jeringas listas para utilizar o jeringas de un solo uso y aparte de esto en frascos punzantes para retirada multiple. La
administracion de inyectables puede estar en forma de aplicacion subcutanea (s.c.), intramuscular (i.m.), intravenosa
(i.v.) o intracutanea (i.c.). En particular, es posible producir las formulaciones inyectables respectivas apropiadas
como una suspension de cristales, soluciones, sistemas coloidales de nanoparticulas o dispersos como, por
ejemplo, hidrosoles.

Las formulaciones inyectables se pueden producir adicionalmente como concentrados, que se pueden disolver o
dispersar con diluyentes isotonicos acuosos. La infusion también se puede preparar en forma de soluciones
isotonicas, emulsiones grasas, formulaciones de liposomas y microemulsiones. Similar a los inyectables, las
formulaciones de infusién también pueden prepararse en forma de concentrados para dilucién. Las formulaciones
inyectables también se pueden aplicar en forma de infusiones permanentes tanto en terapia intrahospitalaria como
en terapia ambulatoria, por ejemplo, por medio de minibombas.

Es posible adicionar a las formulaciones farmacéuticas parenterales, por ejemplo, albumina, plasma, expansor,
sustancias con actividad de superficie, diluyentes organicos, sustancias que influyen sobre el pH, sustancias
complejantes o sustancias poliméricas, en particular como sustancias para influir en la adsorcion de los conjugados
de toxina de unidad estructural de unién a una diana de la invencion a proteinas o polimeros o también se pueden
adicionar con el objetivo de reducir la adsorcién de los conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una
diana de la invencién a materiales como instrumentos de inyeccion o materiales de envasado, por ejemplo, plastico
o vidrio.

Los conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una diana de la invencion se pueden unir a
microportadores o nanoparticulas en parenterales como, por ejemplo, a particulas finamente dispersas a base de
poli(met)acrilatos, polilactatos, poliglicolatos, poliaminoacidos o poliéter uretanos. Las formulaciones parenterales
también se pueden modificar como preparaciones de depdsito, por ejemplo, basandose en el "principio de unidad
multiple", si los conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una diana de la invencion se introducen en
forma finamente dispersa, dispersa y suspendida, respectivamente, o como una suspension de cristales en el
medicamento o basandose en el "principio de unidad unica" si el conjugado de toxina de unidad estructural de unién
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a una diana de la invencién esta encerrado en una formulacién, por ejemplo en una tableta o una varilla que se
implanta posteriormente. Estos implantes o medicamentos de depdsito en formulaciones de unidad Unica y de
unidades multiples a menudo consisten en los denominados polimeros biodegradables como, por ejemplo,
poliésteres de acido lactico y acido glicdlico, uretanos de poliéter, poliaminoacidos, poli(met)acrilatos o polisacaridos.

Los adyuvantes y portadores adicionados durante la produccién de las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion formuladas como parenterales son preferiblemente aqua sterilisata (agua esterilizada), sustancias que
influyen en el valor del pH como, por ejemplo, acidos o bases organicos o inorganicos, asi como sales de los
mismos, sustancias reguladoras para ajustar los valores de pH, sustancias para la isotonizacion como por ejemplo,
cloruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio, glucosa y fructosa, agentes tensoactivos y surfactantes,
respectivamente, y emulsionantes como, por ejemplo, ésteres parciales de acidos grasos de sorbitanos de
polioxietileno (por ejemplo Tween®) o, por ejemplo, ésteres de acidos grasos de polioxietilenos (por ejemplo,
Cremophor®), aceites grasos como, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite de ricino, ésteres
sintéticos de acidos grasos como, por ejemplo, oleato de etilo, miristato de isopropilo y aceite neutro (por ejemplo,
Miglyol®) asi como adyuvantes poliméricos como, por ejemplo, gelatina, dextrano, polivinilpirrolidona, aditivos que
aumentan la solubilidad de solventes organicos como, por ejemplo, propilenglicol, etanol, N,N-dimetilacetamida,
propilenglicol o sustancias formadoras de complejos como, por ejemplo, citrato y urea, conservantes como, por
ejemplo, éster hidroxipropilico del acido benzoico y éster metilico, alcohol bencilico, antioxidantes como por ejemplo,
sulfito de sodio y estabilizantes como por ejemplo, EDTA.

Cuando se formulan las composiciones farmacéuticas de la presente invencibn como suspensiones en una
realizacion preferida se adicionan agentes espesantes para evitar la fijacion de los conjugados de toxina de unidad
estructural de union a una diana de la invencion o agentes tensoactivos y polielectrolitos para asegurar la
resuspendibilidad de sedimentos y/o agentes formadores de complejos como, por ejemplo, EDTA. También es
posible conseguir complejos del ingrediente activo con diversos polimeros. Ejemplos de tales polimeros son
polietilenglicol, poliestirol, carboximetilcelulosa, Pluronics® o éster de acido graso de sorbitol de polietilenglicol. Los
conjugados de toxina de unidad estructural de unién a una diana de la invencion también se pueden incorporar en
formulaciones liquidas en forma de compuestos de inclusion, por ejemplo, con ciclodextrinas. En realizaciones
particulares se pueden adicionar agentes dispersantes como adyuvantes adicionales. Se pueden utilizar para la
produccién de agentes de andamio liofilizados como manita, dextrano, sacarosa, albumina humana, lactosa, PVP o
variedades de gelatina.

Ademas, se divulga un método para tratar el cancer, o una enfermedad autoinmune, en donde el cancer se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste en cancer pancreatico, colangiocarcinoma, cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de estémago, cancer de rifidn,
cancer de cabeza y cuello, tumores cerebrales, tumores en la infancia, sarcomas de tejidos blandos, cancer de piel
epitelial, melanoma maligno, leucemia y linfoma maligno y la enfermedad autoinmune es preferiblemente
seleccionada del grupo que consiste en espondilitis anquilosante, enfermedad de Chagas, enfermedad de Crohns,
dermatomiositis, diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-
Barré (GBS), enfermedad de Hashimoto, hidradenitis supurativa, purpura trombocitopénica idiopatica, lupus
eritematoso, enfermedad mixta del tejido conectivo, miastenia gravis, narcolepsia, pénfigo vulgar, anemia perniciosa,
psoriasis, artritis psoriasica, polimiositis, cirrosis biliar primaria, policondritis reincidente, artritis reumatoidea,
esquizofrenia, sindrome de Sjogren, arteritis temporal, colitis ulcerativa y granulomatosis de vasculitis de Wegener,
en un paciente que lo necesite, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de un conjugado de
toxina de unidad estructural de unién a una diana como se define en el primer aspecto.

Ejemplos

A continuacion, la invencion se explica con mas detalle mediante ejemplos no limitantes:
Ejemplo 1: Materiales y métodos

1.1 Anticuerpo quimérico huHEA125

Hace varios afios, los inventores han establecido una linea celular de hibridoma que secreta el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-EpCAM HEA125 (Moldenhauer et al., 1987; Momburg et al., 1987). Utilizando técnicas de
biologia molecular, esta linea de hibridoma se reconstruyé para producir una versioén quimérica del anticuerpo que
consistia en los dominios variables de raton conectados a cadena ligera constante kappa humana y cadena pesada
constante IgG1 humana. El anticuerpo huHEA125 resultante se une a células que expresan EpCAM con alta
afinidad (Kq = 2.2x10° M) y alta especificidad. Las secuencias de genes y las secuencias de aminoacidos de la
inmunoglobulina huHEA125 se muestran a continuacion:

Cadena pesada de huHEA125

Cadena pesada de la secuencia de péptidos, forma unida a la membrana (IGHV/IGHD/IGHJ/IGHG1; IGHG1 esta
subrayada) (SEQ ID NO: 1):
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EVELLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEDFSREWMTWVRQAPGKGLEWIGEINLDSSTI
NYTPSLKDKFITSRDNAKNTLEFLOMSKVRSEDTALYYCSRGISMDYWGQGTSVTIVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS
SGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTY ICNVNHEKPSNTRKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGEKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLY S
KLTVDKSRWQOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGLQLDETCAEAQDGELDGLWT
TITIFISLELLSVCYSAAVTLEFRKVEWIESSVVELKQTLVPEYRKNMIGQAP

Cadena pesada de la secuencia de péptidos, forma secretada (SEQ ID NO: 2):

EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCRASGFDFSRFWMTWVRQAPGKGLEWIGEINLDSSTI
NYTPSLKDKFIISRDNAKNTLFLOMSKVRSEDTALYYCSRGISMDYWGQGTSVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPFPSRDELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de péptidos (IGHV/IGHD/IGHJ = dominio VH; las regiones marco FR1, FR2, FR3 y FR4 estan
subrayadas) (SEQ ID NO: 3):

EVELLESGGEGLVOPGGSLELSCAASGFDFSRFWMTWVROAPGRKGLEWIGEINLDSSTL
NYTPSLKDKFIISRDNAKNTLFLOMSKVRSEDTALYYCSRGISMDYWGOGTSVIVSS

Secuencia de acidos nucleicos (anotada de acuerdo con la nomenclatura IMGT, IGHV/IGHD/IGHJ; IGHD subrayada;
IGHJ doblemente subrayada):

FR1 (SEQ ID NO: 4):
GAAGTGAAGCTTCTCGAGTCTGGAGGTGGCCTEGEGTGCAGCCTGGAGGATCCCTGAAAC
TCTCCTCTGCAGCCTCA

CDR1 (SEQ ID NO: 5):

GGATTCGATTTTAGTAGATTCTGG

FR2 (SEQ ID NO: 6):

ATGACTTGGGTCCGGCAGGCTCCAGGGAAAGGGCTAGAATGGATTGGAGAA

CDR2 (SEQ ID NO: 7):

ATTAATCTAGATAGCAGTACGATA

FR3 (SEQ ID NO: 8):

ARCTATACGCCATCTCTAARAGCGATAAATTCATCATCTCCAGGCACAACCCCAALAATA
CGCTGTTCCTGCARATGAGCARAGTGAGATCTGAGGACACAGCCCTTTATTACTGT

CDR3 (SEQ ID NO: 9):
TCAAGAGGTATTTCTATGGACTAC

FR4 (SEQ ID NO: 10):
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TGGGGTCAGGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA

Cadena ligera de huHEA125
Secuencia de péptidos cadena ligera (IGKV/IGKJ/IGKC; IGKC esta subrayada) (SEQ ID NO: 11):

DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQSIGISLHWYQQRPSDSPRLLIKYASESISGI
PSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQSNIWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEFKHEVYACEVTHQGLSSPVTESFNRGEC

Secuencia de péptidos (IGKV/IGKJ = dominio VL; las regiones marco FR1, FR2, FR3 y FR4 estan subrayadas)
(SEQ ID NO: 12):

DILLTOSPAILSVEPGERVSFSCRASOSIGISLHWYQORPSDSEPRLLIKYASESISGL
PSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQSNIWPTTFGAGTELELK

Secuencia de acidos nucleicos (anotada de acuerdo con la nomenclatura IMGT, IGKV/IGKJ; IGKV esta subrayada;
IGKJ esta doblemente subrayada):

FR1 (SEQ ID NO: 13):

GACATCTTGCTGACTCAGTCTCCAGCCATCCTCGTCTGTGAGTCCAGGAGARARGAGTCA
GTTTCTCCTGCAGGGCCAGT

CDR1 (SEQ ID NO: 14):
CAGAGCATTGGCATAAGT

FR2 (SEQ ID NO: 15);
TTACACTGGTATCAGCAAAGACCAAGTGATTCTCCAAGGCTTCTCATAAAG

CDR2 (SEQ ID NO: 16):
TATGCTTCT
FR3 (SEQ ID NO: 17):

GAGTCAATCTCTGGEATCCCTTCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTA
CTCTTAGCATCAACAGTGTGCGAGTCTGAAGATATTGCAGATTATTACTGT

CDR3 (SEQ ID NO: 18:
CAACAAAGTAATATCTGGCCAACCACG

FR4 (SEQ ID NO: 19);
TTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAA

1.2 Anticuerpo de control Xolair®

El anticuerpo de control Xolair® (Omalizumab, anticuerpo IgG1 humano dirigido contra la inmunoglobulina IgE
humana) fue producido por Novartis, Alemania.

1.3 Lineas celulares de carcinoma

Se utilizaron las siguientes lineas celulares de carcinoma para estudios de inhibicién del crecimiento con conjugados
huHEA125-amatoxina:

Capan-1 adenocarcinoma pancreatico

MCF-7 adenocarcinoma de mama humano (derivado del derrame pleural)
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Colo205 metastasis de cancer de colon
0z colangiocarcinoma

Se utilizaron las siguientes lineas celulares de carcinoma para estudios de inhibicion del crecimiento o estudios de
xenoinjerto de ratén con conjugados de HERCEPTINA-amatoxina:

SKOV-3 carcinoma ovarico
SK-BR-3 adenocarcinoma de mama
NCI-N87 carcinoma gastrico

MDA-MB231 carcinoma de mama
Las células se obtuvieron de la American Type Culture Collection (Manassas, EE.UU.).
1.4 Ejemplo comparativo: Sintesis de derivados de amanitina con un enlazante en el aminoacido 1
1.4.1 Sintesis de di-t-butiloxicarbonil-hexametilendiamina

Se disolvieron treinta g de t-butiloxicarbonilazida en 50 mL de 1,4-dioxano y se adicionaron gota a gota a 12 g de
hexametilendiamina disueltos en 60 mL de 1,4-dioxano a 0°C. Después de 20 horas a RT se adicioné éter dietilico y
el precipitado se aislé en un embudo de Biichner. Se recristalizé en metanol/agua.

1.4.2 Sintesis de clorhidrato de t-Butiloxicarbonil-hexametilendiamina

Se suspendieron 12.9 g de di-t-butiloxicarbonil-hexametilendiamina en 100 mL de éter dietilico que contiene HCI
(2N) y se agité magnéticamente, durante 3h a RT. El precipitado formado se aisld y se lavo a fondo con éter dietilico
produciendo una primera fraccion del producto. La adicién de otros 100 mL de éter dietilico que contiene HCI (2N)
produce ofra fraccion del producto, que es pura después de varios lavados con éter dietilico. Rendimiento ca. 3 g.

1.4.3 Sintesis de B-Amanitina- (t-butiloxi-carbonil)-hexametilendiamida (I)

H
N MNH o
boc ™ '[\-’}75 ! ﬁ/\f
cloroisobutilfformiato ) o
B —————
HO M HO M i 0

Ho o
et VoM ?/\EAJV
o
T A

f}- amanitina (I)

HO

Se disolvieron 20 mg de pB-amanitina seca (22 ymol) en 0.3 mL de dimetilformamida seca (DMF) y se adicionaron
0.005 mL de trietilamina. Bajo agitacion magnética, la mezcla de reaccion se enfrio a -18°C (hielo/NaCl) y después

de 10 min se adicionaron 0.164 mL de una mezcla de 0.1 mL de cloroisobutilformiato y 1.0 mL de DMF (110 umol, 5
eq.). Se dejo que la reaccion prosiguiera durante 20 minutos a -18°C. Se disolvieron cincuenta y cinco mg (220 umaol,

10 eq.) de clorhidrato de t-butiloxicarbonil-hexametilendiamina y 0.005 mL de trietilamina en 0.3 mL de DMF, se

adicionaron a la reaccion y se agitaron durante 1 h a RT.

La mezcla de reaccion se aplicé a placas de silica de 4 tlc (20 x 20 cm) y se desarroll6 en cloroformo/metanol/agua
(65:25:5). El producto se identificé en la luz u.v. (Rr = 0.49), se raspa y se extrae con metanol. Rendimiento 11.5 mg.
La recuperacion de B-amanitina por el mismo procedimiento fue de 7.5 mg.

1.4.4 Sintesis de p-Amanitina-hexametilendiamida (II)
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Se agitaron 4.54 mg (4.05 umoles) de B-amanitina-(t-butiloxicarbonil)-hexametilendiamida (1) a temperatura ambiente
en 250 uL de acido trifluoroacético. Después de 2 minutos, el TFA en exceso se evaporé a 20°C y el solido restante
se coevaporo 2 veces con 1 mL de acetonitrilo y metanol. La amina en bruto se disolvié en 1000 puL de dmso y se
adiciono en un LaPrep-HPLC: columna: Kromasil 100-C18, 10 um, 250 x 20 mm, con metanol/agua (0.05% de TFA),
flujo: 26 mL/min, deteccién a A=295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético.
Solvente B: 10% de agua: 90% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Gradiente: 0-5 min 100% A; 5-20 25 min
0% de A; 25-27 min 100% de A; 27-35 min 100% de A. Se recogieron las fracciones con el mismo tiempo de
retencion y se evaporaron los solventes.

4.0 mg (70% de rendimiento) de una espuma de color blanco. MS: 1019 M+H;

1.4.5 Sintesis de B-Amanitina-hexametilendiamido-suberoil-HERCEPTIN y B-Amanitina-hexametilendiamido-ditio[bis-
propionato]-HERCEPTIN

Se disolvieron 1.33 mg de B-amanitina-hexametilendiamida (Il) en 144 uL de DMF seca en tamiz molecular. Se
adicionaron respectivamente 16.0 uL de solucion de DSS (suberato de disuccinimidilo, 3.7 mg de DSS/100 uL de
DMF) o 16.0 pL de solucion de DSP (ditiobis(succinimidil) propionato, 3.4 mg de DSP/100 uL de DMF) y 3,7 uL de
trietilamina. La reaccion se realizd durante la noche a RT. Los productos de reaccién se precipitaron con 2 x 30 mL
de éter dietilico seco y se volvieron a solubilizar en 133 uL de DMF seca. Se adicionaron 133 pL de cada solucién de
DMF a 2.25 mL de solucion de HERCEPTIN (2 mg/mL en PBS). La reaccion se realizé durante la noche a RT en un
agitador rotatorio. El aislamiento de conjugados de anticuerpo B-amanitina-hexametilendiamidosuberoil-HERCEPTIN
y B-amanitina-hexametilendiamido-suberoil-HERCEPTIN se realizd por separacion de componentes
macromoleculares sobre una columna de filtracion en gel G25.

1.4.6 Sintesis de B-Amanitina-hexametilendiamido-suberoil-Xolair

La B-amanitina, conjugada con el anticuerpo de control Xolair (2 mg/mL) se prepard de acuerdo con el conjugado
huHEA125. Relacion toxina: 1gG fue de aproximadamente 1:1.

1.4.7 Sintesis de p-Amanitina-hexametilendiamido-suberoil-huHEA125

Se trataron 10 mg de (l) (9.0 umol) con 0.2 mL de acido trifluoroacético durante 2 min a RT. El acido se separ6 a
vacio y el residuo se disolvio en 0.2 mL de DMF. Después de la adicién de 0.010 mL de trietilamina, se adicionaron
9.0 mg de disuccinimidilsuberato (DSS) (27 umol) en 0.1 mL de DMF y se hizo reaccionar durante 2.5 h a RT. El
producto de reaccion se precipitd con éter dietilico, se centrifugd y las pellas se disolvieron en 0.2 mL de DMF. Se
adiciond la mitad de esta solucion a 8 mg de huHEA125 en 4 mL de PBS. La mezcla se hizo girar lentamente
durante 16 h a 5°C y el conjugado toxina-anticuerpo se separo6 de la amanitina sin reaccionar y N-hidroxi-succinimida
en una columna Sephadex G25 (100 x 2 cm) desarrollada con PBS.

1.4.8 Sintesis del éster de -Amanitina-N-hidroxisuccinimida (I)

Se disolvieron 10 mg de B-amanitina seca (11 umol) en 0.1 mL de dimetilformamida seca (DMF). A esta solucion se
adicionaron 8 mg de N-hidroxisuccinimida (70 pmol) en 0.02 mL de DMF, seguido de 4 mg de
diciclohexilcarbodiimida (20 umol) en 0.02 mL de DMF. La mezcla se dejo reaccionar durante 16 h a RT, y la
solucién se separ6 de diciclohexilurea cristalizada. Se precipitd éster de f-amanitina-N-hidroxisuccinimida mediante
la adicion de 10 mL de éter dietilico y el precipitado se aislo por centrifugacion. Las pellas se maceraron con otros 10
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mL de éter y se centrifugd de nuevo. La purificacion no era necesaria, porque la siguiente etapa permitia la
separacion y recuperacion de la B-amanitina sin reaccionar.

1.4.9 Sintesis de B-Amanitina-huHEA125 (huHEA125-Amanitina1)

El precipitado de (l) se disolvio en 0.2 mL de DMF, se adicioné a 4 mL de huHEA125 (2 mg/mL) en PBS y se hizo
girar lentamente durante la noche a 5°C. Aplicada a una columna Sephadex G25 (100 x 2 cm) desarrollada con PBS,
el producto de reaccion se separ6 de la B-amanitina sin reaccionar, y N-hidroxisuccinimida. La carga de toxina fue
ca. 1 Amanitina por molécula de IgG.

1.5 Sintesis de conjugado de Amanitina huHEA con un enlazante en el aminoacido 4
1.5.1 Sintesis de a-Amanitina-6'-(t-butil-acetato) (1)

Se disolvieron 20 mg de a-amanitina (22 umol) en 0.4 mL de dimetilformamida seca (DMF), y se adicionaron 1.5 eq.
(33 umol) de etilato de sodio 0.5 M bajo agitacién magnética. Inmediatamente, se adicionaron 18 uL (5.5 eq., 120
pmol, 23.4 mg, d = 1.3) de bromoacetato de t-butilo (peso molecular medio 195) y se dejo reaccionar durante 10
minutos. La mezcla de reaccion se aplicé a 2 placas de tlc de silica (20 cm x 20 cm, Merck HF254) y se desarroll6 en
cloroformo/metanol/agua (65:25:4). El producto (Rr = 0.41) se detecté en luz u.v., se raspa y se eluye con metanol.
Rendimiento: 55%.

1.5.2 Sintesis de a-Amanitina-6'-acetil-(t-butiloxicarbonil)-etilen diamida (Il)

Se hicieron reaccionar cinco mg (5 umol) de (I) con 0.2 mL de acido trifluoroacético durante 2 min, y el acido se
eliminé a vacio. El residuo se disolvié en 0.2 mL de DMF y se adicionaron 0.005 mL de trietilamina. Bajo agitacion
magnética, la solucion se llevd a -18°C (hielo/NaCl) y se adicionaron 3.4 mg (25 umol, 5 equivalentes) de
cloroformiato de isobutilo. Se dejé que la reaccion prosiguiera a -18°C, durante 20 minutos y se adicionaron 9.8 mg
(50 pmol, 10 eq.) de clorhidrato de t-butiloxicarbonil-etilendiamina disueltos en 0.1 mL de DMF y 0.006 mL de
trietilamina. La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a RT. El producto se precipitd con éter dietilico seco y el
residuo se desarrollé sobre una placa de tic de silica como se ha descrito anteriormente. (Rr = 0.28). Rendimiento:
85%.

1.5.3 Sintesis de a-Amanitina-6'-acetiletilen-diamido-suberoil-huHEA125 (huHEA125-Amanitina4)

Se disolvieron cuatro mg (3.6 umol) de (ll) en 0.2 mL de acido trifluoroacético durante 2 min y se evaporo a vacio. El
residuo se disolvioé en 0.2 mL de DMF seca, se adicionaron 0.005 mL de trietilamina y se hizo reaccionar con 3 mg
(8.2 umol, 2.3 equivalentes) de suberato de disuccinimidilo (DSS) bajo agitacion magnética durante 2.5 h a RT. El
derivado de amanitina se precipité con éter dietilico seco, se centrifugd, se maceré nuevamente con éter y se
centrifugd. Se disolvié en 0.15 mL de DMF, se adicioné a 5 mL de huHEA125 (2 mg/mL) en PBS y se hizo girar
lentamente durante la noche a 5°C. Desarrollado en una columna Sephadex G25 (100 x 2 cm) con PBS, el
conjugado de la amanitina del anticuerpo se separd del derivado y subproductos de amanitina sin reaccionar. La
relacion de toxina: anticuerpo fue de 3.0.

1.6 Sintesis de conjugados de Amanitina Herceptin con un enlazante en el aminoacido 4

1.6.1 Sintesis de 6'O-(NH-boc-6-aminohexil)-o-amanitina (1)

.K.;Tuhi,mﬂh

*/ ol _HN / K-4-OBu / DMSO

d-amanitina (1)
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Bajo argon se disolvieron 30.00 mg (32.6 umol) de a-amanitina seca al vacio en 1000 pL de dimetilsulféxido seco
(DMSOQ). Se adicionaron 73.18 mg (261.2 pL, 6 eq.) de bromuro de NH-boc-aminohexilo (Fluka 89171) y 3.66 mg
(32.6 umol) de tert-butilato de potasio. Después de 90 minutos a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se
acidifico a pH = 4 con acido acético y se diluyé con 40 mL de éter dietilico. El solido se recogid y se recogioé en 1000
pL de metanol. La solucion en metanol se diluyé con 1000 plL de agua. La solucién se purifico en una LaPrep-HPLC:
columna: Kromasil 100-C18, 10 um, 250 x 20 mm, con metanol/agua (TFA al 0.05%), flujo: 26 mL/min, deteccién a A
=295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Solvente B: 10% de agua: 90%
de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Gradiente: 0-5 min 100% de A; 5-20 min 0% de A; 20-25 min 0% de A;
25-27 min 100% de A; 27-30 min 100% de A. Se recogieron las fracciones con el mismo tiempo de retencion y se
evaporaron los solventes.

9.9 mg (27% de rendimiento) de un polvo de color blanco. MS: 1118 M+H; 1140 M+Na*

1.6.2 Sintesis de 6'-O-(-6-aminohexil)-a-amanitina (2)

(1) (2)

Se disolvieron 9.90 mg (8.85 umol) de 6'-(-NH-boc-6-aminohexil-)-a-amanitina (compuesto (1)) en 250 uL de acido
trifluoroacético. La mezcla de reaccion se agité bajo argon a temperatura ambiente. Después de 2 minutos se
elimind el acido a vacio a 20°C y el residuo se secé. El éter de a-amanitina en bruto se purificé en una LaPrep-
HPLC: columna: Kromasil 100-C18, 10 um, 250 x 20 mm, con metanol/agua (0.05% de TFA), flujo: 26 mL/min,
deteccion a A = 295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Solvente B: 10%
de agua: 90% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Gradiente: 0-5 min 100% de A; 5-25 min 50% de A; 25-30
min 0% de A; 30-35 min 0% de A; 35-40 min 100% de A, 40-45 min 100% de A. Se recogieron las fracciones con el
mismo tiempo de retencién y se evaporaron los solventes.

9.10mg (99% de rendimiento) de un polvo de color blanco. MS: 1019 M+H+; 1041 M+Na+
1.6.3 Sintesis de conjugados de a-amanitina-Herceptin (3) y (4)

Se disolvieron 2.0 mg del compuesto (2) en 113 uL de DMF seca en tamiz molecular. Se adicionaron
respectivamente 21.8 uL de solucion de DSS (suberato de disuccinimidilo, 3.7 mg de DSS/100 uL de DMF) o 23.9
pL de solucién de DSP (ditiobis(succinimidilo) propionato; 3.7 mg de DSP/100 uL de DMF) y 5.7 uL de trietilamina.
La reaccion se realizé durante la noche a RT. Los productos de reaccién se precipitaron con 2 x 30 mL de éter
dietilico seco y se volvieron a solubilizar en 200 uL de DMF seca. Se adicionaron 59 pyL (DSS) o 173 pL (DSP) de las
soluciones de DMF a 6.0 mL de solucién de anticuerpo (2 mg/mL en PBS). La reaccion se realizé durante la noche a
RT en un agitador rotatorio. El aislamiento de los conjugados de anticuerpo (3) y (4) se realizd por separacion de
componentes macromoleculares sobre una columna de filtracion en gel G25.
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1.7 Sintesis de conjugados de Amanitina Herceptin con un enlazante en el aminoacido 4

1.7.1 Sintesis de 6'-O- (5-O-t-butil-carboxipentil)}-a-amanitina (5)

HO

HO " o
N 0 H o
BriCH,).CO.t-Bu
o HN T H/\f FIARS ﬁ/\r’
Hi K-O-tBu f DMSO
My .00
HO " N HO N 1 o0©
o H\(‘KH»—JL\/””
o
o
HH,
@-amanitina (5)

5 Bajo argon se disolvieron 17.07 mg (18.6 pmol) de a-amanitina seca al vacio en 1000 uL de dimetilsulféxido seco
(DMSOQO). Se adicionaron de una vez 60.1 uL (18.6 umol, 1 eq.) de tert-butanolato de potasio en forma de una
solucion 3.09 M en DMSO. Después de la adicion de la base se adicionaron 38 uL (148.6 umol) de éster tert-butilico
del acido 6-bromoheptanoico. La mezcla de reaccion se agitdé durante 8 horas. Después de 8, 11, 23, 34, 50 y 52h
se adicionaron cantidades adicionales de tert-butanolato de potasio (60.1 uL) y éster tert-butilico del acido 6-

10 bromoheptanoico (38 uL). Después de 56 h, la mezcla de reaccién se inactivd con 100 puL de una solucion 0.3 M de
acido acético en DMSO. Los volatiles de la mezcla de reaccion se eliminaron a 40 °C y 8 mbar. El éter de amanitina
en bruto se purificd en una LaPrep-HPLC: columna: Kromasil 100-C1g, 10 um, 250 x 20 mm, con metanol/agua (TFA
al 0.05%), flujo: 26 mL/min, deteccion a A = 295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de metanol 0.05% de acido
trifluoroacético. Solvente B: 10% de agua: 90% de metanol 0.05% de &cido trifluoroacético. Gradiente: 0-5 min 100%
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de A; 5-20 min 0% de A; 20-25 min 0% de A; 25-27 min 100% de A; 27-35 min 100% de A. Se recogieron las
fracciones con el mismo tiempo de retencion (20.2 min) y se evapor¢ el solvente.

17.88 mg (53% de rendimiento) de un polvo de color blanco. MS: 1089 M+H*; 1111 M+Na*

1.7.2 Sintesis de 6'-O-(carboxipentil)-a-amanitina (6)

HQ

&) (6)

Se disolvieron 14.84 mg (13.64 mmol) de 6'-(-carboxipentil-)-a-amanitina (compuesto (5)) en atmésfera de argén en
250 pL de acido trifluoroacético (TFA). La mezcla de reacciéon se agitd durante 2 minutos y se evapord hasta
sequedad a 20°C. El residuo se coevapord 2 veces con 1 mL de metanol. El sélido restante se purificé en una
LaPrep-HPLC: columna: Kromasil 100-C18, 10 um, 250 x 20 mm, con metanol/agua (0.05% de TFA), flujo: 26
mL/min, deteccion a A = 295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Solvente
B: 10% de agua: 90% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Gradiente: 0-5 min 100% de A; 5-20 min 0% de A;
20-40 min. 0% de A. Se recogieron las fracciones con el mismo tiempo de retencion y se evaporaron.

7.05 mg (50% de rendimiento) de un polvo de color blanco. MS: 1033 M+H*; 1056 M+Na*
1.7.3 Sintesis del conjugado (7) de a-amanitina-Herceptin

Se disolvieron 10.0 mg del compuesto (6) en 100 uL de DMF seca en tamiz molecular. Se adicionaron 80.0 uL de
solucion de N-hidroxisuccinimida (7.4 mg de N-OH-Succ/80 uL de DMF) y 80.0 uL de solucién de DCCi (N,N-
diciclohexilcarbodimida; 3.4 mg de DCCi/80 uL de DMF). La reaccidn se realiz6 durante la noche a RT. El producto
de reaccion se precipité con 2 x 30 mL de éter dietilico seco y se solubiliza de nuevo en 800 uL de DMF seca. Se
adicionaron 266 pL de la solucion de DMF a 5.0 mL de solucion de anticuerpo (6 mg/mL en PBS). La reaccion se
realizd durante la noche a RT en un agitador rotatorio. El aislamiento del anticuerpo conjugado (7) se realizé por
separacion de componentes macromoleculares sobre una columna de filtracion en gel G25.

H

Sen~ e H,OH

HN—CH——CO——NH—CH—CO—NH—CH,—CO
HC NH

OC—CH—NH—CO—CH=——NH—CO—CH;="+~NH

CH;~—CONH; NH—HERCEPTIN

(7)
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1.8 Ejemplo comparativo: Sintesis de conjugado de Amanitina huHEA con un enlazante en el aminoacido 3
1.8.1 Sintesis de a-Amanitina-glutarato

Se disolvieron 3.0 mg (3.3 umol) de a-amanitina, se seco al vacio sobre PsO1 en 0.25 mL de piridina seca y se hizo
reaccionar con 0.9 mg (79 umol) de anhidrido glutarico en 0.1 mL de piridina, durante 24 horas a RT en la oscuridad.
El péptido se precipitdé por adicion de 7 mL de éter dietilico seco, se centrifugd y el sélido se lavé una segunda vez
con éter dietilico y se centrifugo.

A través de esta reaccion se obtiene un derivado de a-amanitina en donde Ry = -OH (en la figura 1) se reemplaza
por Ry =-0O-C (O)-(CH.)3-COOH.

1.8.2 Sintesis de N-hidroxisuccinimidato del acido a-Amanitina-glutarico

Se disolvieron 3.4 mg de glutarato de a-amanitina (3.3 pmol) en 0.05 mL de dimetilformamida seca (DMF), y se
adicionaron 2.4 mg (7 eq.) de N-hidroxi-succinimida disueltos en 0.01 mL de DMF. Después de la adicién de 1.2 mg
de diciclohexilcarbodiimida en 0.01 mL de DMF, se dejé continuar la reaccion durante 16 h a RT. La solucion se
separo de los cristales formados y el péptido precipité por la adicion de 4 mL de éter dietilico seco. Después de la
centrifugacion, las pellas se lavaron con otros 4 mL de éter y se centrifugé. El solido se disolvio en 0.1 mL de
dimetilformamida y se usé inmediatamente para la reaccion con la solucién de anticuerpo.

1.8.3 Sintesis de a-Amanitina-glutarato-huHEA125 (huHEA125-Amanitina3)

Se adicionaron 0.1 mL de la solucion de 3.0 mg de N-hidroxisuccinimidato del acido a-amanitina-glutarico a 10 mg
de anticuerpo hu-HEA125 en 5 mL de PBS y se hizo reaccionar bajo rotacion lenta a 5°C en la oscuridad. Después
de 16 h, la solucion se aplicé a una columna Sephadex G25 (120 x 1.5 cm) equilibrada con PBS, y se recogio la
fraccion de proteina. La carga de la amanitina se determind espectrofotométricamente a partir de la diferencia de
absorcién a 310 nm de la soluciéon de proteina frente a un blanco que contenia la misma concentracion del
anticuerpo nativo, utilizando el coeficiente de extincién molar de las amatoxinas de 13.500 cm .M. La relacion o-
amanitina: IgG de esta preparacion fue ca. 8.

1.9 Ejemplo comparativo: Sintesis de conjugados de Amanitina Herceptin con un enlazante en el aminoacido 3

1.9.1 Sintesis de 3-O- (NH-boc-6-aminohexilcarbamoil) -a-amanitina (8)

HO
OCMN(CH, ) NHCO,1-Bu o a
—_——— \
= " - "\n/\
HH, HH,
(-amanitina (8)

cat.: dilauril estannato de dibutilo n-bu,Sn[OCO(CH>)1,CHs]

Bajo argén se disolvieron 13.43 mg (14.6 umol) de a-amanitina seca al vacio en 1000 uL de dimetil formamida seca
(DMF). Se adicionaron 7.08 mg (29.2 pmol) de NH-Boc-6-isocianato aminohexano y 18.46 mg (29,2 pumol) de
dilaurilestanato de di-butilo y la mezcla de reaccidon se agité a temperatura ambiente. Después de 23 horas se
adicionaron 13.43 mg adicionales (14.6 pmol) de NH-Boc-6-isocianatoaminohexano. Después de 52 horas, la
mezcla de reaccion se hidrolizé con 200 pL de metanol y se evapord hasta sequedad. El residuo se disolvioé en 1200
pL de DMSO vy se purifico en una LaPrep-HPLC: columna: Kromasil 100-Ci, 10 pm, 250 x 20 mm, con
metanol/agua (TFA al 0.05%), flujo: 26 mL/min, deteccion a A = 295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de metanol.
Solvente B: 5% de agua: 95% de metanol. Gradiente: 0-5 min 100% de A; 5-20 min 0% de A; 20-25 min 0% de A;
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25-27 min 100% de A; 27-35 min 100% de A. Se recogieron las fracciones con el mismo tiempo de retencion y se
evaporaron los solventes.

9.06 mg (53% de rendimiento) de un sélido blanco. MS: 1161 M+H*; 1183 M

1.9.2 Sintesis de 3-O-(6-aminohexilcarbamoil) -a-amanitina (9)

TFA

ZI
I=
[=]

@®) )

Se disolvieron 9.06 mg (7.8 umol) del compuesto (8) en 250 uL de acido trifluoroacético y se agitdé durante 2 minutos
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se evapord hasta sequedad y el residuo se coevapord por 2 veces
con 1.5 mL de acetonitrilo. El sélido se purificé en una LaPrep-HPLC: columna: Kromasil 100-C18, 10 um, 250 x 20
mm, con acetonitrilo/agua, flujo: 26 mL/min, deteccion a A = 295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de acetonitrilo.
Solvente B: 5% de agua: 95% de acetonitrilo. Gradiente: 0-5 min 100% de A; 5-20 min 0% de A; 20-25 min 0% de A;
25-27 min 100% de A; 27-35 min 100% de A. Las fracciones con el tiempo de retenciéon entre 12-17 min se
recogieron y se evaporaron hasta un sélido blanco.

8.75 mg (95% de rendimiento). MS: 1061 M+H*; 1083 M+Na*
1.9.3 Sintesis de conjugados de a-amanitina-Herceptin

Se disolvieron 2.0 mg del compuesto (9) en 113 uL de DMF seca en tamiz molecular. Se adicionaron
respectivamente 21.8 uL de solucion de DSS (suberato de disuccinimidilo, 3.7 mg de DSS/100 uL de DMF) o 23.9
pL de solucion de DSP (ditiobis(succinimidil) propionato, 3.7 mg de DSP/100 pL de DMF) y 5.7 plL de trietilamina. La
reaccion se realizd durante la noche a RT. Los productos de reaccion se precipitaron con 2 x 30 mL de éter dietilico
seco y se volvieron a solubilizar en 200 uL de DMF seca. Se adicionaron 122 uL (DSS) o 176 uL (DSP) de las
soluciones de DMF a 6.0 mL de una soluciéon de anticuerpo Herceptin especifico de Her-2 (2 mg/mL en PBS). La
reaccion se realizé durante la noche a RT en un agitador rotatorio. El aislamiento del conjugado de anticuerpo (10) y
(11), respectivamente, se realizé por separacién de componentes macromoleculares sobre una columna de filtracion
en gel G25.
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1.10 Ejemplo comparativo: Sintesis de conjugados de Amanitina Herceptin con un enlazante en el aminoacido 3

1.10.1 Sintesis de 5-O-(5-O-t-butil-carboxipentilcarbamoil)-a-amanitina (12)

HO

3 T1X
0 D " OCN(CH,),CO,t-Bu N
aa o - = .
HO - N Ho - j o Gg_<; cat. HO N HO H ﬁ o D%_<;
o N N/JK/NH

n o
R
N PN S~

0 o )

MH, NH,
(-amanitina (12)

cat.: dilauril estannato de dibutilo n-bu,Sn[OCO(CH>)1,CHs].

Bajo argon se disolvieron 30.76 mg (33.5 umol) de o-amanitina al vacio en 1000 pL de dimetilformamida seca
(DMF). Se adicionaron 14.28 mg (13.83 uL, 66.9 umol) de éster tert-butilico del acido isocianatohexanoico y 42.28
mg (40.26 uL, 66.9 umol) de dilauril estannato de dibutilo. Después de 23 horas de agitacion a temperatura ambiente
se adicion¢ isocianato éster adicional (13.83 uL) y la mezcla de reaccion se inactivd con metanol después de 33
horas. La mezcla de reaccién se evapor6 a sequedad y el sdlido restante se disolvio en DMSO y se purificé en una
LaPrep-HPLC: columna: Kromasil 100-C18, 10 um, 250 x 20 mm, con metanol/agua (0.05% de TFA), flujo: 26
mL/Min, deteccion a A = 295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Solvente
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B: 10% de agua: 90% de metanol 0.05% de acido trifluoroacético. Gradiente: 0-5 min 100% de A; 5-20 min 0% de A;
20-25 min 0% de A; 25-27 min 100% de A; 27-35 min 100% de A. Se recogieron las fracciones con el tiempo de
retencion de la venta y se evaporaron los solventes.

17.95 mg (47% de rendimiento) de un polvo. MS: 1133 M+H*; 1155 M+Na*

1.10.2 Sintesis de §-O-(carboxipentilcarbamoil)-a-amanitina (13)

HO . o

TFA o HH
b il :?_<;
HE O u ) (o]

HH,

(12) (13)

NH,

Se disolvieron 17.95 mg (15.9 umol) de éster tert-butilico (Compuesto (12)) en 500 pL de acido trifluoroacético (TFA)
y se agité durante 2 minutos a temperatura ambiente. El exceso de acido trifluoroacético se elimind en vacio y el
solido restante se coevapord dos veces con 1.5 mL de acetonitrilo. Se purificé el derivado carboxilico libre (13) en
una LaPrep-HPLC: columna: Kromasil 100-C+4g, d = 10 mm, 10 um, 250 x 20 mm, con acetonitrilo/agua, flujo: 26
mL/min, deteccion a A = 295 nm. Solvente A: 95% de agua: 5% de acetonitrilo. Solvente B: 5% de agua: 95% de
acetonitrilo. Gradiente: 0-5 min 100% de A; 5-20 min 0% de A; 20-25 min 0% de A; 25-27 min 100% de A; 27-35 min
100% de A. Se recogieron las fracciones con el mismo tiempo de retencion 12-17 min y se evaporaron los solventes.

11.34 mg (66% de rendimiento) de un sdlido de color blanco. MS: 1076 M+H*; 1098 M+Na*
1.10.3 Sintesis de sintesis de conjugado de Herceptin-a-amanitina

Se disolvieron 10.0 mg del compuesto HDP (13) en 100 uL de DMF seca en tamiz molecular. Se adicionaron 80.0 uL
de solucion de N-hidroxisuccinimida (7.4 mg de N-OH-Succ/80 uL de DMF) y 80.0 uL de soluciéon de DCCi (N,N-
diciclohexilcarbodimida, 3.4 mg DCCi/80 uL de DMF). La reaccion se realizé durante la noche a RT. El producto de
reaccion se precipitdé con 2 x 30 mL de éter dietilico seco y se solubiliza de nuevo en 800 uL de DMF seca. Se
adicionaron 266 pL de la solucion de DMF a 5.0 mL de solucion de anticuerpo (6 mg/mL en PBS). La reaccion se
realizé durante la noche a RT en un agitador rotatorio. El aislamiento del anticuerpo conjugado (14) se realizé por
separacion de componentes macromoleculares sobre una columna de filtracion en gel G25.
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1.11 Ejemplo comparativo: Sintesis de conjugados de Amanitina Herceptin con un enlazante en el aminoacido 3

1.11.1 Sintesis de a-Amanitina-glutarato

Se disolvieron 3.0 mg (3.3 umol) de a-amanitina, se seco al vacio sobre PsO1 en 0.25 mL de piridina seca y se hizo
reaccionar con 0.9 mg (79 umol) de anhidrido glutarico en 0.1 mL de piridina durante 24 horas a RT en la oscuridad.
El péptido se precipitd por adicion de 7 mL de éter dietilico seco, se centrifugd y el sélido se lavé una segunda vez
con éter dietilico y se centrifugd. Mediante esta reaccion se obtiene un derivado de a-amanitina en donde Ry = -OH
(en la figura 1) se reemplaza por R = -O-C(O)-(CH2)3-COOH.

1.11.2 Sintesis de N-hidroxisuccinimidato del acido a-Amanitina-glutarico

Se disolvieron 3.4 mg de glutarato de a-amanitina (3.3 pmol) en 0.05 mL de dimetilformamida seca (DMF), y se
adicionaron 2.4 mg (7 eq.) de N-hidroxi-succinimida disueltos en 0.01 mL de DMF. Después de la adicién de 1.2 mg
de diciclohexilcarbodiimida en 0.01 mL de DMF, se dejé continuar la reaccidon durante 16 h a RT. La solucion se
separo de los cristales formados y el péptido se precipitd por la adicion de 4 mL de éter dietilico seco. Después de la
centrifugacion, las pellas se lavaron con otros 4 mL de éter y se centrifugaron. El sélido se disolvié en 0.1 mL de
dimetilformamida y se usé inmediatamente para la reaccion con la solucién de anticuerpo.

1.11.3 Sintesis de a-Amanitina-glutarato-Herceptin (15)

Se adicionaron 0.1 mL de la solucion de 3.0 mg de N-hidroxisuccinimidato del acido a-amanitina-glutarico a 10 mg
de anticuerpo de Herceptin en 5 mL de PBS y se hizo reaccionar bajo rotacion lenta a 5°C en la oscuridad. Después
de 16 h, la solucion se aplicé a una columna Sephadex G25 (120 x 1.5 cm) equilibrada con PBS, y se recogio la
fraccion de proteina. La carga de la amanitina se determind espectrofotométricamente a partir de la diferencia de
absorcién a 310 nm de la soluciéon de proteina frente a un blanco que contenia la misma concentracion del
anticuerpo nativo, utilizando el coeficiente de extincion molar de las amatoxinas de 13.500 cm™'-M-'. La relacion o-
amanitina: La IgG de esta preparacion fue aproximadamente 4.
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1.12. Ejemplo comparativo: Sintesis de Amino faloidina (APHD)-suberoil-huHEA 125

La amino faloidina se preparé a partir de mono-tosilfaloidina por reaccion con amoniaco metandlico. La conjugacion
de aminofaloidina con huHEA125 se realiz6 en analogia a la reaccién descrita en 1.5.3.

Ejemplo 2: Estudios de union
2.1 Analisis de competencia de unién

La unién del conjugado huHEA125-amanitina3 frente a anticuerpo huHEA125 no conjugado se analizé en un
experimento de competicion mediante citometria de flujo. El conjugado de a-amanitina-huHEA125 se sintetizé como
se ha descrito anteriormente en las secciones 1.6.1 a 1.6.3.

Las células diana Colo205 (metastasis de cancer de colon) se lavaron dos veces en solucion reguladora FACS (PBS
de Dulbecco con suero de ternero fetal inactivado por calor al 1% y azida de sodio al 0.1%) se contaron y ajustaron a
2x107 células por mL. Se administraron cincuenta pL de suspension celular a cada pozo de una placa de
microtitulacién de fondo en U de 96 pozos a los que se pipetearon 50 uL/pozo de anticuerpo huHEA125 marcado
con FITC. Se adicionaron por triplicado diluciones en serie de amanitina-huHEA125 o huHEA125 que varian desde
400 pg/mL a 10 ng/mL de dilucién final en un volumen de 50 ulL/pozo y se incubaron durante 1 hora sobre hielo.
Posteriormente, la placa se centrifugd (2 min a 2000 rpm) y el sobrenadante se retir6é de las células. Las células se
resuspendieron en 150 uL de solucidn reguladora FACS y se centrifugaron de nuevo. Después de dos etapas de
lavado por centrifugacion, las células se recogieron en 100 uL/pozo de solucién de yoduro de propidio (1 pg/mL en
solucién reguladora FACS) permitiendo la discriminacion de células muertas. El analisis se realizé en un citometro
FACScan (Becton and Dickinson, Heidelberg, Alemania) utilizando el software CellQuest.

Como se muestra en la figura 2, la competencia de unién a células diana con cantidades crecientes de conjugado
huHEA125-amanitina o anticuerpo huHEA125 no modificado reveldé una fuerza de unién comparable en todo el
intervalo de concentracion desde 10 ng/mL a 400 pg/mL de anticuerpo o conjugado de anticuerpo. Por lo tanto, el
procedimiento de conjugacién no altero significativamente la afinidad de huHEA125-amanitina a las células diana.

2.2 Expresion superficial del antigeno EpCAM en diversas lineas celulares de carcinoma detectadas por
inmunofluorescencia indirecta

Las lineas celulares Capan-1, Colo205, OZ y MCF-7 se incubaron primero con ya sea huHEA125 o Xolair®.
Después del lavado, la unién del anticuerpo primario se visualizé mediante IgG (H+L) antihumana de cabra F(ab’),
marcada con FITC como reactivo de la segunda etapa. Los resultados se muestran en la figura 3A (Capan-1), la
figura 3B (Colo205), la figura 3C (0OZ), y la figura 3D (MCF-7). Los histogramas sombreados en gris en el lado
izquierdo de cada diagrama muestran los resultados obtenidos con el anticuerpo control Xolair®; los histogramas
que tienen un area blanca en el lado derecho de cada diagrama muestran los resultados obtenidos con el anticuerpo
huHEA125.

2.3 Unioén de conjugados huHEA125-amanitina y huHEA125-faloidina a células de cancer de mama MCF-7
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La union de los conjugados huHEA125-amanitina y huHEA125-faloidina frente al anticuerpo huHEA125 no
conjugado se analizé por citometria de flujo. Las células diana MCF-7 se lavaron dos veces en solucion reguladora
FACS (PBS de Dulbecco con suero de ternero fetal inactivado por calor al 1% y azida de sodio al 0.1%) se contaron
y se ajustaron a 2x107 células por mL. Se administraron cincuenta uL de suspension celular a cada pozo de una
placa de microtitulacién de fondo en U de 96 pozos. Las immunotoxinas huHEA125-amanitina1, huHEA125-
amanitina4 y huHEA125-faloidina asi como, asi como el anticuerpo huHEA125 no conjugado se adicionaron a una
concentracion de 1 ug/mL en un volumen de 100 uL por pozo y se incubaron durante 1 h sobre hielo. La placa se
centrifugd (2 min a 2000 rpm) y el sobrenadante se retird de las células. Las células se resuspendieron en 150 pL de
solucion reguladora FACS y se centrifugaron de nuevo. Posteriormente, se adicionaron 100 pL IgG (H+L)
antihumana de cabra F(ab’), marcada con FITC por pozo y se incubaron de nuevo durante 1 h en hielo. Después de
dos etapas de lavado por centrifugacion, las células se recogieron en 100 plL/pozo de solucién de yoduro de propidio
(1 pg/mL en solucion reguladora FACS) permitiendo la discriminacion de células muertas. El analisis se realizé en un
citdmetro FACScan (Becton and Dickinson, Heidelberg, Alemania) utilizando el software CellQuest.

Como se muestra en la figura 4, la capacidad de unién de las inmunotoxinas a las células diana se redujo sélo
moderadamente mediante el procedimiento de conjugacién. Cuando se compar6 con el anticuerpo huHEA125 no
modificado mostrando una intensidad de fluorescencia media (MFI) de 1094, la conjugacién con amanitinal
disminuy6 la unién a MFI 730, la conjugacién con amanitina4 dio como resultado una MFI de 905, mientras que el
acoplamiento a alfa-faloidina redujo MFI a 604. Estos valores se obtuvieron con cantidades idénticas de anticuerpos
de conjugados.

Ejemplo 3: Inhibicion especifica del crecimiento de células de carcinoma por inmunoconjugados compuestos de
anticuerpo huHEA125 y amanitina en diferentes sitios de unién

3.1 Ensayo de proliferacion

La inhibicién del crecimiento celular por conjugados de amanitina-lgG se determiné por incorporacion de [*H]-
timidina. Se prepararon por triplicado diluciones en serie de amanitina-huHEA125 y amanitina en medio completo
(RPMI 1640 suplementado con FCS inactivado por calor al 10%, L-glutamina 2 mM y piruvato de sodio 1 mM) que
varian desde 2x10° M a 6x10-'> M en un volumen de 100 puL en los pozos de una placa de microtitulacion de cultivo
de tejidos de fondo plano de 96 pozos. En cada pozo se adicionaron células en 50 pL a una densidad de 5 x 10* por
mL en los experimentos con huHEA125-Amanitinal y huHEA125-Amanitinad4 y a una densidad de 2x10* por mL en
los experimentos con huHEA125-Amanitina3. Las placas se incubaron en una atmdsfera humidificada a 37°C y 5%
de CO; durante 72 0 96 h. A las 20 h antes del final del ensayo, se adiciond 1 pCi de [*H]-timidina. Posteriormente,
las placas se procesaron con una cosechador de células Tomtec y la radiactividad incorporada se determiné por
recuento de centelleo liquido (Wallac Betaplate Liquid Scintillation Counter, PerkinElmer Life and Analytical
Sciences) y se dieron como cpm.

3.2 Comparacion de la inhibiciéon de la proliferacion de las células de carcinoma causada por conjugados utilizando
diferentes sitios de unién en la unidad estructural de amanitina

En las figuras 5, 6 y 9 se representan tres ejemplos de inhibicion del crecimiento inducida por diferentes conjugados
de amanitina-IgG. En los tres experimentos se utilizaron células MCF-7. La figura 5 muestra una comparacion de
huHEA125-Amanitina1l con el Xolair-Amanitinal control no unido y con, sin Amanitina. En el experimento
representado en la figura 6, huHEA125-Amanitina4 se compard con un conjugado alfa-faloidina huHEA125 y con
Amanitina libre. La figura 9 muestra una comparacion de huHEA125-Amanitina3 con anticuerpo de control provisto
de Amanitina Xolair y con, sin Amanitina.

La ICso de los conjugados huHEA125-amanitinal y huHEA125-amanitina4 fueron aproximadamente 5x10-2 M
(Figuras 5y 6) y la ICso del conjugado huHEA125-amanitina3 fue de aproximadamente 2x10-'> M (Figura 9). Por el
contrario, la preparacion de faloidina-huHEA125 no mostré practicamente ningun efecto al menos en los niveles de
dosis probados (Figura 6). De acuerdo con estos hallazgos anteriores, la ICso de la Amanitina sola esta en el
intervalo de 107 M (Figuras 5, 6 y 9).

3.3 Comparacion de la inhibicién de la proliferacion de las células de carcinoma para diferentes lineas celulares

En las figuras 7, 8, 9 y 10 se representan cuatro ejemplos de inhibicion del crecimiento probados en cuatro lineas
celulares de carcinoma diferentes. En los cuatro experimentos se utilizé el conjugado huHEA125-Amanitina3.

En el caso de la linea celular de carcinoma pancreatico Capan-1, la inmunotoxina huHEA125-Amanitina3 indujo la
detencion del crecimiento a concentraciones de amanitina de 1x10-"" a 3x10-'© M como se representa en la figura 7.

En el caso de la linea celular de cancer de colon Colo205, la inmunotoxina huHEA125-Amanitina3 indujo la
detencion del crecimiento a concentraciones de amanitina de 1x10-'2 a 4x10-"" M como se representa en la figura 8.

En el caso de la linea celular de cancer de mama MCF-7, la inmunotoxina huHEA125-Amanitina3 indujo la detencion
del crecimiento a concentraciones de amanitina de 1x10-'2 a 1x10""" M como se representa en la figura 9.
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En el caso de la linea celular de colangiocarcinoma OZ, la inmunotoxina huHEA125-Amanitina3 indujo la detencion
del crecimiento a concentraciones de amanitina de 1x10-'" a 6x107"® M como se representa en la figura 10.

Ejemplo 4: Inhibicién especifica del crecimiento de las células de carcinoma por inmunoconjugados compuestos de
anticuerpo de Herceptin y amanitina en diferentes sitios de unién y utilizando una quimica de unién diferente

La inhibicién del crecimiento celular por conjugados de amanitina-Herceptin se determiné por incorporacion de BrdU
in vitro como se describe en Current Protocols in Immunology 1 (véase el capitulo 7.10, Coligan, J. E. et al., eds.)
John-Wiley & Sons, New York). Se incubaron los compuestos (3), (4), (7), (10), (11), (14), Herceptin no conjugado y
la a-amanitina como tales durante 72 h y 120 h, respectivamente, con tres lineas de células tumorales que expresan
Her2/neu en alta concentracion, a saber, SKOV-3, SK-BR-3 y NCI-N87 y una linea celular negativa a Her2/neu,
MDA-MB231. El Herceptin no conjugado no mostré citotoxicidad en ninguna linea celular mientras que los diversos
conjugados de amanitina mostraron una marcada toxicidad en las lineas celulares positivas a Her2/neu con una
ECso en el intervalo pico a nanomolar, no se observo toxicidad significativa en la linea celular negativa a Her2/neu.
(Véanse las figuras 11A a 11D). La concentraciéon molar indicada se indica en base a la amanitina entera
comprendida en el conjugado respectivo.

Ejemplo 5: Modelo de tumor de xenoinjerto in vivo

Un modelo de xenoinjerto de tumor de raton, en donde 2.5 x 10% de células de carcinoma ovarico SKOV-3 se
implantan subcutaneamente (s.c.) en ratones SCID y se deja crecer durante 10 dias. Después de 10 dias, se
administraron por via intravenosa una dosis Unica de 30 pg/kg de peso corporal (véase la figura 12A) o de 150 ug/kg
de peso corporal (véase la figura 12B) de diversos conjugados de a-amanitina-Herceptin (Compuestos (15), (3), (4),
(10), (11) y (7)) y Herceptin no conjugado (Control). Se observé una clara reduccion dependiente de la concentracion
del crecimiento tumoral. Los conjugados (7), (10) y (15) condujeron a una remision total del tumor dentro del periodo
de observacion, esto es, 87 dias desde el inicio del experimento.
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Listado de secuencias — informacién de texto libre

SEQ ID NO: 1: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, forma unida a la membrana

SEQ ID NO: 2: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, forma secretada
SEQ ID NO: 3: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio VH
SEQ ID NO: 4: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, segmento FR1
SEQ ID NO: 5: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, segmento CDR1
SEQ ID NO: 6: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, segmento FR2
SEQ ID NO: 7: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, segmento CDR2

SEQ ID NO: 8: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, segmento FR3
SEQ ID NO: 9: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, segmento CDR3
SEQ ID NO: 10: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, segmento FR4
SEQ ID NO: 11: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera

SEQ ID NO: 12: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio VL
SEQ ID NO: 13: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento FR1
SEQ ID NO: 14: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento CDR1
SEQ ID NO: 15: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento FR2
SEQ ID NO: 16: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento CDR2
SEQ ID NO: 17: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento FR3
SEQ ID NO: 18: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento CDR3
SEQ ID NO: 19: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento FR4
SEQ ID NO: 20: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio CDR1

SEQ ID NO: 21: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio CDR2
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SEQ ID NO: 22: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio CDR3

SEQ ID NO: 23: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio CDR1

SEQ ID NO: 24: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio CDR2

SEQ ID NO: 25: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio CDR3

SEQ ID NO: 26: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio constante, forma unida a la membrana
SEQ ID NO: 27: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio constante, forma secretada
SEQ ID NO: 28: anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio constante

La presente divulgacion se refiere particularmente a los siguientes articulos 1 a 25:

1. Un conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana, que comprende:

(i) una unidad estructural de unién a una diana;

(i) al menos una amatoxina; y

(iii) opcionalmente un enlazante L2;

en donde la al menos una amatoxina esta conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente,
al enlazante L2 a través del atomo de C 6’ del aminoacido 4 de la amatoxina.

2. El conjugado de toxina de unidad estructural de unidon a una diana del item 1, en el que la amatoxina esta
conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente, al enlazante L2 a través de un atomo de
oxigeno unido al atomo C 6' del aminoacido 4 de amatoxina.

3. El conjugado de toxina del resto de unién al objetivo de los puntos 1 0 2, en el que la amatoxina esta conectada a
la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente, al enlazante L2 a través de un enlace de éter.

3. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana del item 1 or 2, en donde la amatoxina esta
conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente, al enlazante L2 a través de un enlace
éter.

4. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 3, en donde
el enlazante L2 esta presente y el conjugado tiene la siguiete estructura: amatoxina-6'C-O-L2-C(O)-NH-unidad
estructural de union a una diana.

5. Un conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana que comprende:
(i) una unidad estructural de unién a una diana;

(ii) al menos una amatoxina; y

(iii) opcionalmente un enlazante L3;

en donde el al menos una amatoxina esta conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente,
al enlazante L3 a través del del atomo de C 6 del aminoacido 3 de la amatoxina.

6. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana del item 5, en donde la amatoxina esta
conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente, al enlazante L3 a través de un atomo de
oxigeno del atomo de C & del aminoacido 3 de la amatoxina.

7. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana del item 5 o 6, en donde la amatoxina esta
conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente, al enlazante L3 a través de un enlace
éster, un enlace éter o un enlace uretano.

8. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de uno cualquiera de los items 5 to 7, en donde
el enlazante L3 esta presente y el conjugado tiene una de las siguientes estructuras:

(i) amatoxina-6C-O-C(O)-L3-C(O)-NH-unidad estructural de unién a una diana;
(ii) amatoxina-6C-O-L3-C(O)-NH-unidad estructural de unién a una diana; o
(iii) amatoxina-6C-O-C(0O)-NH-L3-C(O)-NH-unidad estructural de unién a una diana.

9. Un conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana que comprende:
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(i) a unidad estructural de union a una diana;
(ii) al menos una amatoxina; y
(iii) opcionalmente un enlazante L1;

en donde el al menos una amatoxina esta conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente,
al enlazante L1 a través del atomo C y del aminoacido 1 de la amatoxina.

10. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana del item 9, en donde la amatoxina esta
conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente, al enlazante L1 a través de un atomo de
nitrégeno unido al atomo C y del aminoacido 1 de la amatoxina.

11. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana del item 9 o 10, en donde la amatoxina esta
conectada a la unidad estructural de unién a una diana o, si esta presente, al enlazante L1 a través de un enlace
amida.

12. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de uno cualquiera de los items 9 a 11, en
donde el enlazante L1 esta presente y el conjugado tiene la siguiete estructura: amatoxina-yC(O)-NH-L1-C(O)-NH-
unidad estructural de union a una diana.

13. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 12, en
donde la unidad estructural de unién a una diana esta conectada a la amatoxina o, si esta presente, al enlazante L1,
L2, o L3 a través de un grupo amino presente en la unidad estructural de unién a una diana.

14. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 13, en
donde la amatoxina se selecciona de a-amanitina, B-amanitina, y-amanitina, e-amanitina, amanina, amaninamida,
amanulina o acido amanulinico, o de sales o analogos de los mismos.

15. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 14, en
donde el enlazante L1, L2, o L3 es un grupo alquilo, heteroalquilo, alquenilo, heteroalquenilo, alquinilo,
heteroalquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, aralquilo o heteroaralquilo, opcionalmente sustituido.

16. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 15, en
donde el enlazante L1, L2, o L3 comprende un enlace disulfuro.

17. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 16 en
donde la unidad estructural de unién a una diana se une especificamente a un epitopo que esta presente en una
célula tumoral

18. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 17 en
donde el epitopo que esta presente en una célula tumoral estd comprendido en antigenos asociados al cancer
definidos por células que pertenecen a productos génicos Unicos de genes celulares mutados o recombinados, en
particular quinasas dependientes de ciclina, p15'™4° p53, AFP, B-catenina, caspasa 8, p53, producto de fusion Ber-
abl, MUM-1 MUM-2, MUM-3, ELF2M, HSP70-2M, HST-2, KIAA0205, RAGE, myosin/m, 707-AP, CDC27/m,
ETV6/AML, TEL/AmIl, Dekcain, LDLR/FUT, PmI-RARa, TEL/AMLI; Antigenos de cancer de testiculo (CT), miembros
de la familia MAGE, BAGE, DAM-6, DAM-10, miembros de la familia GAGE, NY-ESO-1, NA-88A, CAG-3, antigeno
asociado G250 a RCC, antigenos de virus tumorales, en particular oncoproteinas E6 E7 derivadas del virus del
papiloma humano (VPH), virus Epstein Barr EBNA2-6, LMP-1, LMP-2; gp77, gp100, MART-1/Melan-A, p53, tirosina,
proteinas 1 y 2 relacionadas con tirosinasa, PSA, PSM, MC1R; ART4, CAMEL, CEA, CypB, molécula de adhesion
celular epitelial (EpCAM) HER2/neu, HER-3, hTERT, hTRT, ICE, Muc1, Muc2, PRAME RU1, RU2, SART-1, SART-2,
SART-3, y WT1; y fragmentos y derivados de los mismos.

19. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 18, en
donde la unidad estructural de unién a una diana se selecciona del grupo que consiste en:

(i) anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo;
(i) proteina de tipo anticuerpo; y
(iii) aptamero de acido nucleico.

20. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana del item 19, en donde el anticuerpo o el
fragmento de unién a antigeno del mismo se selecciona de un diacuerpo, un tetracuerpo, un nanocuerpo, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo desinmunizado, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano.

21. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana del item 19 o 20, en donde el fragmento de
union a antigeno se selecciona del grupo que consiste en Fab, F(ab')2, Fd, Fv, Fv de cadena sencilla y Fvs con un
enlace disulfuro (dsFv).
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22. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana del item 19 A 20 en donde el anticuerpo o el
fragmento de unién a antigeno del mismo comprende

(a) ya sea la forma unida a la membrana de la cadena pesada de huHEA125 (SEQ ID NO: 1) o la forma soluble de la
cadena pesada de huHEA125 (SEQ ID NO: 2); y/o

(b) la cadena ligera de huHEA125 (SEQ ID NO: 11).

23. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 22 para
uso en medicina.

24. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de uno cualquiera de los items 1 a 23 para el
tratamiento del cancer o una enfermedad autoinmune en un paciente, en donde el cancer se selecciona
preferiblemente del grupo que consiste en cancer pancreatico, colangiocarcinoma, cancer de mama, cancer
colorrectal, cancer de pulmén, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer de estdmago, cancer de rifién, cancer de
cabeza y cuello, tumores cerebrales, tumores en la infancia, sarcomas de tejidos blandos, cancer de piel epitelial,
melanoma maligno, leucemia y linfoma maligno y la enfermedad autoinmune es preferiblemente seleccionada del
grupo que consiste en y en donde la enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que consiste en espondilitis
anquilosante, enfermedad de Chagas, enfermedad de Crohns, dermatomiositis, diabetes mellitus tipo 1, sindrome de
Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré (GBS), enfermedad de Hashimoto, hidradenitis
supurativa, purpura trombocitopénica idiopatica, lupus eritematoso, enfermedad mixta del tejido conectivo, miastenia
gravis, narcolepsia, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, psoriasis, artritis psoriasica, polimiositis, cirrosis biliar
primaria, policondritis reincidente, artritis reumatoidea, esquizofrenia, sindrome de Sjogren, arteritis temporal, colitis
ulcerativa y granulomatosis de vasculitis de Wegener, en particular artritis reumatoide.

25. Composiciéon farmacéutica que comprende al menos un tipo del conjugado de toxina de unidad estructural de
union a una diana de acuerdo con uno cualquiera de los items 1 a 22 y que comprende ademas uno o mas
diluyentes, portadores, excipientes, rellenos, aglutinantes, lubricantes, deslizantes, desintegrantes, adsorbentes
farmacéuticamente aceptables; y/o conservantes.
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<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera
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ttctcctgeca gggccagt 78
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<212> ADN
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<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento CDR1
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<211>9

<212> ADN
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<220>

<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento CDR2
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<213> Artificial
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cttagcatca acagtgtgga gtctgaagat attgcagatt attactgt
<210> 18

<211>27
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<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, segmento FR4
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<223> anticuerpo quimérico huHE,4125, cadena pesada, dominio CDR1
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<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio CDR2
<400> 21

Ile Asn Leu Asp Ser Ser Thr Ile
1 5

<210> 22

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio CDR3
<400> 22
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio CDR1
<400> 23

Gln Ser Ile Gly Ile Ser
1 5

<210> 24
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<212> PRT
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<213> Artificial
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<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio CDR2
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<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial
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<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio CDR3
<400> 25
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<210> 26

<211> 399

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio constante, forma unida a la membrana
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195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Leu Gln Leu Asp Glu Thr Cys
325 330 335

Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu Leu Asp Gly Leu Trp Thr Thr Ile Thr
340 345 350

Ile Phe Ile Ser Leu Phe Leu Leu Ser Val Cys Tyr Ser Ala Ala Val
355 360 365

Thr Leu Phe Lys Val Lys Trp Ile Phe Ser Ser Val Val Glu Leu Lys
370 375 380

Gln Thr Leu Val Pro Glu Tyr Lys Asn Met Ile Gly Gln Ala Pro
385 390 395

<210> 27

<211> 330

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena pesada, dominio constante, forma secretada
<400> 27

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
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<223> anticuerpo quimérico huHEA125, cadena ligera, dominio constante
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana, que comprende:
(i) una unidad estructural de unién a una diana;
(i) al menos una amatoxina; y
(iii) un enlazante L2;

en donde la al menos una amatoxina esta conectada al enlazante L2 a través del atomo de C 6’ del aminoacido 4 de
la amatoxina, en donde la unidad estructural de unién a una diana se selecciona del grupo que consiste en:

(i) anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno de los mismos;

(i) proteina de tipo anticuerpo, en donde dicha proteina de tipo anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en
aficuerpos, anticalinas, proteinas de repeticion de anquirina disefiadas y proteinas con andamios basados en
ubiquitina; y

(iii) aptamero de acido nucleico.

2. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de la reivindicacion 1, en donde la amatoxina
esta conectada al enlazante L2 a través un atomo de oxigeno unido al atomo de C 6’ del aminoacido 4 de la
amatoxina.

3. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de la reivindicacién 1 o 2, en donde la
amatoxina esta conectada al enlazante L2 a través un enlace éter.

4. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en donde el conjugado tiene la siguiente estructura: amatoxina-6’'C-O-L2-C(O)-NH-unidad estructural de unioén a una
diana;

5. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en donde la unidad estructural de union a una diana esta conectada al enlazante L2 a través de un grupo amino
presente en la unidad estructural de unién a una diana.

6. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
en donde la amatoxina se selecciona entre o-amanitina, fB-amanitina, d-amanitina, e-amanitina, amanina,
amaninamida, amanulina, o acido amanulinico, o de sales o analogos de los mismos,

en donde dicho analogo es un analogo semisintético o sintético de los mismos construido a partir de bloques de
construccion de acuerdo con la estructura maestra del compuesto natural, en donde dicha estructura maestra es un
péptido ciclico de ocho aminoacidos, y en donde dicho analogo presenta al menos 30% de la actividad inhibidora
contra la ARN polimerasa Il de mamifero en comparaciéon con al menos uno de a-amanitina, p-amanitina, -
amanitina, e-amanitina, amanina, amaninamida, amanulina, y acido amanulinico.

7. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de la reivindicacién 6, en donde la amatoxina
es un analogo de a-amanitina, B-amanitina, 8-amanitina, e-amanitina, amanina, amaninamida, amanulina, o acido
amanulinico que contiene un aminoacido no-hidroxilado en lugar de un aminoacido hidroxilado.

8. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de la reivindicacién 6 o 7, en donde la
amatoxina es un analogo de a-amanitina, B-amanitina, 3-amanitina, e-amanitina, amanina, amaninamida, amanulina,
0 acido amanulinico, en el que la unidad estructural tioeter sulféxido se reemplaza por un sulfuro, sulfona, o por
atomos diferentes del azufre.

9. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en donde el enlazante L2 es un grupo alquilo, heteroalquilo, alquenilo, heteroalquenilo, alquinilo, heteroalquinilo,
cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, aralquilo, o un heteroaralquilo, opcionalmente sustituido; y/o

en donde el enlazante L2 comprende un enlace disulfuro.

10. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
9 en donde la unidad estructural de unién a una diana se une especificamente a un epitopo que esta presente en
una célula tumoral

en donde preferiblemente el epitopo que esta presente en una célula tumoral estd comprendido en antigenos
asociados con el cancer definidos por células pertenecientes a productos génicos Unicos de genes celulares
mutados o recombinados, en particular quinasas dependientes de la ciclina, p15™, p53, AFP, B-catenina, caspasa
8, producto de fusién Ber-abl, MUM-1 MUM-2, MUM-3, ELF2M, HSP70-2M, HST-2, KIAA0205, RAGE, miosina/m,
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707-AP, CDC27/m, ETV6/AML, TEL/AmIl, Dekcain, LDLR/FUT, PmI-RARa, TEL/AMLI; antigenos del cancer de
testiculos (CT), miembros de la familia MAGE, BAGE, DAM-6, DAM-10, miembros de la familia GAGE, NY-ESO-1,
NA-88A, CAG-3, antigeno asociado a RCC G250, antigenos de virus tumoral, en particular oncoproteinas E6 E7
derivadas del virus del papiloma humano (HPV), virus Epstein Barr EBNA2-6, LMP-1, LMP-2; gp77, gp100, MART-
1/Melan-A, tirosinasa, proteina 1 y 2 relacionadas con la tirosina, PSA, PSM, MC1R; ART4, CAMEL, CEA, CypB,
molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM) HER2/neu, HER-3, hTERT, hTRT, ICE, Muc1, Muc2, PRAME
RU1, RU2, SART-1, SART-2, SART-3, y WT1; y fragmentos y derivados de los mismos.

11. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
en donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de los mismos se selecciona entre una diacuerpo, un
tetracuerpo, un nanocuerpo, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo desinmunizado, un anticuerpo humanizado o un
anticuerpo humano.

12. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
en donde el fragmento de unién al antigeno se selecciona del grupo que consiste en Fab, F(ab’),, Fd, Fv, Fv de
cadena sencilla, y Fv con enlace disulfuro (dsFv).

13. El conjugado de toxina de unidad estructural de unién a una diana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11
en donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de los mismos comprende

(a) ya sea la forma unida a la membrana de la cadena pesada de huHEA125 (SEQ ID NO: 1) o la forma soluble de la
cadena pesada de huHEA125 (SEQ ID NO: 2); y/o

(b) la cadena ligera de huHEA125 (SEQ ID NO: 11).

14. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13 para uso en medicina.

15. El conjugado de toxina de unidad estructural de union a una diana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
14 para uso en el tratamiento del cancer o una enfermedad autoinmune en un paciente, en donde el cancer se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste en cancer pancreatico, colangiocarcinoma, cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de estémago, cancer de rifidn,
cancer de cabeza y cuello, tumores cerebrales, tumores en la infancia, sarcomas de tejidos blandos, cancer de piel
epitelial, melanoma maligno, leucemia y linfoma maligno y la enfermedad autoinmune es preferiblemente
seleccionada del grupo que consiste en espondilitis anquilosante, enfermedad de Chagas, enfermedad de Crohns,
dermatomiositis, diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-
Barré (GBS), enfermedad de Hashimoto, hidradenitis supurativa, purpura trombocitopénica idiopatica, lupus
eritematoso, enfermedad mixta del tejido conectivo, miastenia gravis, narcolepsia, pénfigo vulgar, anemia perniciosa,
psoriasis, artritis psoriasica, polimiositis, cirrosis biliar primaria, policondritis reincidente, artritis reumatoidea,
esquizofrenia, sindrome de Sjogren, arteritis temporal, colitis ulcerativa y granulomatosis de vasculitis de Wegener,
en particular artritis reumatoide.

16. Composicion farmacéutica que comprende al menos un tipo del conjugado de toxina de unidad estructural de
union a una diana de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 y que comprende ademas uno o
mas diluyentes, portadores, excipientes, agentes de carga, aglutinantes, lubricantes, deslizantes, desintegrantes,
adsorbentes; y/o conservantes farmacéuticamente aceptables.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8

_“E“_ BUljiueLwle ap ugQIiDelJua2duoy)

$0-30'T S0-30°T 90-90°T £0-30°T 80-30°T 60-30'T 0T-30°T TT-40'T ZT1-JO'T £T-H0'T
0

ov

08

- 001

BUWY.ore  BWY-IEB[OXefgm  cpury-¢7 | yHHOY=O=

G0ZOI0D SEIN|90 9P OUSIWIVBIO [P UQIDIQIYU]

[%] ewpiun-[He] @p uoioelodioou|

60



ES 2784 829 T3

Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Volumen del tumor [mm?2]

ES 2784 829 T3

Fig. 12

Xenoinjerto s.c. SKOV-3
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Tratamiento
dosis unica iv. e Control

—o— Compuesto (15) [30 pg/kg] 1.1 mg/kg Ab
.-4- Compuesto (3) [30 pgkg] 1.6 mg'kg Ab
A Compuesto (4) [30 pg/kg] 1.3 mg/kg Ab
-~ Compuesto (10)[30 ug/kg] 1.4 mg/kg Ab
—— Compuesto (11)[30 pg/kg] 1.2 mg/kg Ab
--+-- Compuesto (7) [30 pg/kg] 1.5 mg/kg Ab
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Volumen del tumor [mm3]

ES 2784 829 T3

Xenoinjerto s.c. SKOV-3
1Xi.v.dia0
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Tratamiento
dosis dnica iv.

—a—Control

—o—Compuesto (15)[150 pg/kg] 5.7 mg/kg Ab
—-#-Compuesto (3)[150 pg/kg] 7.9 mg/kg Ab
—~A-~Compuesto (4)[150 pg/kg] 6.5 mg/kg Ab
--0-Compuesto (10)[150 pg/kg] 6.8 mg/kg Ab
——Compuesto (11)[150 pg/kg] 5.8 mg/kg Ab
~+-Compuesto (7)[150 ng/kg] 7.4 mg/kg Ab
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