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DESCRIPCION
Conjugado de anticuerpo - farmaco

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un conjugado de anticuerpo - farmaco que tiene un farmaco antitumoral conjugado
con un anticuerpo capaz de seleccionar como diana células tumorales por medio de un resto de estructura de
enlazador, siendo util el conjugado como un farmaco antitumoral.

Antecedentes de la técnica

Un conjugado de anticuerpo - farmaco (ADC) que tiene un farmaco con citotoxicidad conjugado con un anticuerpo,
cuyo antigeno se expresa sobre una superficie de células cancerosas y que también se une a un antigeno capaz de
internalizacion celular y, por lo tanto, puede suministrar el farmaco selectivamente a células las cancerosas y se
espera por lo tanto que dé lugar a la acumulacién del farmaco dentro de las células cancerosas y que destruya las
células cancerosas (véanse las literaturas no de patente 1 a 3). El documento JP2009-538629A desvela unos ADC
en los que un farmaco citotéxico esta conjugado con un anticuerpo anti-CD22, para seleccionar como diana células
tumorales. Como un ADC, Mylotarg (Gemtuzumab ozogamicina), en el que se conjuga caliqueamicina con un
anticuerpo anti-CD33, esta aprobado como un agente terapéutico para la leucemia mieloide aguda. Ademas,
Adcetris (Brentuximab vedotina), en el que se conjuga auristatina E con un anticuerpo anti-CD30, se ha aprobado
recientemente como un agente terapéutico para el linfoma de Hodgkin y el linfoma anaplasico de células grandes
(véase la literatura no de patente 4). Los farmacos contenidos en los ADC que se han aprobado hasta la fecha
seleccionan como diana ADN o tubulina.

Con respecto a un agente antitumoral, se conocen compuestos de bajo peso molecular, derivados de camptotecina,
compuestos que inhiben la topoisomerasa | para mostrar un efecto antitumoral. Entre ellos, un compuesto
antitumoral representado por la férmula posterior

[Férmula 1]

/ 0O
Me
(exatecan, nombre quimico: (18,9S)-1-amino-9-etil-5-fluoro-2,3-dihidro-9-hidroxi-4-metil-1H,12H-

benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-10,13(9H, 15H)-diona) es un derivado soluble en agua de
camptotecina (literatura de patente 1 y 2). A diferencia del irinotecan ya usado en escenarios clinicos, no es
necesaria una activacion mediante una enzima. Ademas, la actividad inhibitoria sobre la topoisomerasa | es mas alta
que SN-38, que es una sustancia farmacéuticamente activa principal de irinotecan y topotecan también usada en
escenarios clinicos, y se obtiene una actividad citocida in vitro mas alta contra diversas células cancerosas. En
particular, este muestra el efecto contra células cancerosas que tienen resistencia a SN-38 o similares debido a la
expresion de P-glicoproteina. Ademas, en un modelo de ratén transplantado subcutaneamente con tumor humano,
este mostré un efecto antitumoral potente y, por lo tanto, se ha sometido a los estudios clinicos, pero no se ha
puesto aun en el mercado (véanse las literaturas no de patente 5 a 10). Sigue sin estar claro si exatecan funciona, o
no, eficazmente como un ADC.

DE-310 es un complejo en el que se conjuga exatecan con un polimero de carboximetildextrano polialcohol
biodegradable por medio de un espaciador peptidico de GGFG (literatura de patente 3). Convirtiendo el exatecan en
una forma de un profarmaco de polimero, de tal modo que puede mantenerse una propiedad de retenciéon sanguinea
alta y también se aumenta pasivamente una propiedad de direccionabilidad alta a un area tumoral utilizando la
permeabilidad aumentada de los vasos sanguineos recién formados dentro del tumor y la propiedad de retencion en
los tejidos tumorales. Con DE-310, a través de una escision del espaciador peptidico mediante enzima, se liberan
continuamente, como una sustancia activa principal, exatecan y exatecan con glicina conectada a un grupo amino.
Como resultado, la farmacocinética se mejora y se hallé6 que DE-310 tiene una efectividad mas alta que exatecan
administrado solo incluso si la dosificacién de exatecan es menor que en el caso de la administracién de exatecan
solo de acuerdo con diversos modelos de evaluacion tumoral en estudios no clinicos. Se llevo a cabo un estudio
clinico para DE-310, y se confirmaron casos efectivos en seres humanos, en donde estaba presente un informe que
sugiere que la sustancia activa principal se acumula en un tumor que en tejidos normales, sin embargo, también
existe un informe que indica que la acumulacion de DE-310 y la sustancia activa principal en un tumor no es muy
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diferente de la acumulacion en tejidos normales en seres humanos y, por lo tanto, no se observa selecciéon como
diana pasiva alguna en seres humanos (véanse las literaturas no de patente 11 a 14). Como resultado, tampoco se
comercializd DE-310, y sigue sin estar claro si exatecan funciona, o no, eficazmente como un farmaco orientado
para tal selecciéon como diana.

Como un compuesto en relacion con DE-310, también se conoce un complejo en el que un resto de estructura
representado por -NH(CH2)4C(=0)- se inserta entre el espaciador de GGFG y exatecan para formar - GGFG-
NH(CH)4C(=0)-, usado como una estructura espaciadora (literatura de patente 4). Sin embargo, el efecto
antitumoral del complejo no es en absoluto conocido.

[Lista de citas]
[Literatura de patente]

[Literatura de patente 1] Patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° 5-59061
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[Literatura de patente 3] Publicacién internacional n.° WO 1997/46260
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activity of DX-8951f: a new camptothecin derivative.

[Literatura no de patente 6] Mitsui, |., Kumazawa, E., Hirota, Y., y col. Jpn J. Cancer Res. (1995) 86, 776-782.; A
new water-soluble camptothecin derivative, DX-8951f, exhibits potent antitumor activity against human tumors in
vitro and in vivo.
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effect of DX-8951, a novel camptothecin analog, on human pancreatic tumor cells and their CPT-11-resistant
variants cultured in vitro and xenografted into nude mice.
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phase | clinical trials.
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(2003), 145-153.; CM-dextran-polyalcohol-camptothecin conjugate, DE-310 with a novel carrier system and its
preclinical data.

[Literatura no de patente 12] Kumazawa, E. y col. Cancer Sci (2004) 95, 168-175.; DE-310, a novel
macromolecular carrier system for the camptothecin analog DX-8951f: Potent antitumor activities in various
murine tumor models.

[Literatura no de patente 13] Soepenberg, O. y col. Clinical Cancer Research, (2005) 11, 703-711.; Phase | and
pharmacokinetic study of DE-310 in Patients with Advanced Solid Tumors.

[Literatura no de patente 14] Wente M. N. y col. Investigational New Drugs (2005) 23, 339-347.; DE-310, a
macromolecular prodrug of the topoisomerase-Il-inhibitor exatecan (DX-8951), in patients with operable solid
tumors.

[Resumen de la invencién]

[Problema técnico]

Con respecto al tratamiento de un tumor mediante un anticuerpo, puede observarse un efecto antitumoral
insuficiente incluso cuando el anticuerpo reconoce un antigeno y se une a células tumorales, y hay un caso en el que
se necesita un anticuerpo antitumoral mas eficaz. Ademas, muchos compuestos de bajo peso molecular
antitumorales presentan un problema en la seguridad como un efecto secundario y la toxicidad y, aunque los
compuestos tienen un efecto antitumoral excelente, sigue siendo un objeto lograr un efecto terapéutico superior



10

15

20

25

30

35

40

ES 2671 644 T3

potenciando adicionalmente la seguridad. De ese modo, un objeto de la presente invencién es obtener proporcionar
un farmaco antitumoral que tenga un efecto terapéutico excelente, que sea excelente en términos del efecto
antitumoral y la seguridad.

Los inventores de la presente invencion pensaron que, cuando un compuesto antitumoral exatecan se convierte en
un conjugado de anticuerpo - farmaco, por medio de un resto de estructura de enlazador, mediante conjugacion con
el anticuerpo, que es capaz de seleccionar como diana células tumorales, es decir, que tiene una propiedad de
reconocer células tumorales, una propiedad de unirse a células tumorales, una propiedad de internalizacién dentro
de células tumorales, una actividad citocida contra células tumorales, o similares, el compuesto antitumoral puede
suministrarse mas seguramente a las células tumorales para mostrar especificamente el efecto antitumoral del
compuesto en células tumorales y, por lo tanto, el efecto antitumoral puede seguramente mostrarse y también se
espera un efecto citocida potenciado del anticuerpo, y puede reducirse una dosis del compuesto antitumoral en
comparaciéon con un caso de administracion del compuesto solo y, por lo tanto, puede aliviarse una influencia del
compuesto antitumoral sobre las células normales de tal modo que puede lograrse una seguridad mas alta.

A este respecto, los inventores de la presente invencion crearon un enlazador con una estructura especifica y
tuvieron éxito en la obtencidon de un conjugado de anticuerpo - farmaco en el que el anticuerpo y exatecan se
conjugan entre si por medio del enlazador, y confirmaron un efecto antitumoral excelente mostrado por el conjugado
para completar de ese modo la presente invencién.

Especificamente, la presente invencion se refiere a lo siguiente.

[1] Un conjugado de anticuerpo - farmaco en el que un compuesto antitumoral representado por la siguiente
férmula:

esta conjugado con un anticuerpo por medio de un enlazador que tiene una estructura representada por la
siguiente formula:

L2 LP-NH-(CHo)n"-L2-L L.

En este caso, el anticuerpo esta conectado al extremo terminal de L1, el compuesto antitumoral esta conectado al
extremo terminal de L° con el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posiciéon 1 como posicién de conexion,
en el que

n representa un numero entero de 0 a 6,

L' representa -(Succinimid-3-il- Nz (CH2)n%C(=0)-, -CH-C(=0)-NH-(CH,)n*-C(=0)-, -C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHa-(N-
li-3-diminiccuS)- o -C(=0)-(CHz2)n"-C(=0)-

en el que n? representa un numero entero de2a8gn’ representa un numero entero de 1 a 8, n? representa un
numero enterode 1 a 8§,

L2 representa -NH- (CHz-CHz-O)I’I -CHy-CHa-C(=0)-, -S-(CH2)n®-C(=0)-, 0 un enlace sencillo,

en el que n® representa un nimero entero de 1 a 6, n° representa un niumero entero de 1 a 6,

L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG,

L representa -O- o un enlace sencillo,

L representa CR (-R*)- 0 un enlace sencillo,

en el que R? y R® representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno,

L° representa -C(=O)-,

-(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura representada por la siguiente férmula:

O
N—
Q

que esta conectado al anticuerpo en la posicion 3 del mismo y esta conectado a un grupo metileno en la
estructura de enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1,
-(N-li-3-diminiccuS)- tiene una estructura representada por la siguiente férmula:
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—N

O

que esta conectado a L2enla posicion 3 del mismo y esta conectado a un grupo metileno en la estructura de
enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nltrogeno enla pOSICIOﬂ 1,

cic.Hex(1,4) representa un grupo 1,4-ciclohexileno y, cuando L? es -S-(CHy)n®-C(=0)-, L' es -C(=0)-cic.Hex(1,4)-
CHa-(N-li-3-diminiccuS)-.

La presente invencion también se refiere a cada uno de lo siguiente.

[2] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con [1], en el que la estructura del enlazador es una
estructura seleccionada de entre el siguiente grupo:

-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH.-C(=0)-NH-CH>CH20-CH2CH,0-CH;CH»-C(=0)-GGFG-NH- CH2CH»-C(=0)-(NH-
DX)

(Succinimid -3-il- N) CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHzo-CH2CHzo-CH2CH20-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

(SUCCInImId -3-il- N) CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHzo-CH2CHzo-CH2CH20-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

-CH2-C(=0)-NH-CH2CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-C(=0)-CH2CH2CH,CH2CH;CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH»>-C(=0) (NH-DX)
-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHaz-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2CH»-C(=0)-(NH-DX)

-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH2CH>CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,CH»-C (=0) -(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH;CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2-C(=0)-NH-CH2CH;0-CH,;CH,0-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH- CH,CH2CH,-C(=0)-

s s s e e e
Ty

en el que -(NH-DX) representa un grupo representado por la siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicion 1 es la posicion de conexion, y

-GGFG- representa un residuo de péptido de -Gly-Gly-Phe-Gly-.

[3] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con [1] en el que un compuesto antitumoral representado
por la siguiente formula:

esta conjugado con un anticuerpo por medio de un enlazador que tiene una estructura representada por la
siguiente formula:
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-L'-L2LP-NH-(CHo)n"-L2-L-L"-

en el que el anticuerpo esta conectado al extremo terminal de L', el compuesto antitumoral esta conectado al
extremo terminal de L° con el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 como la posicién de conexion,
en el que

n' representa un numero entero de 0 a 6,

L' representa -(Succinimid-S-iI-N)-gCHz)nZ-C(=O)-, en el que n? representa un nimero entero de 2 a 5,

L? representa -NH-(CH,-CH,-0)n°-CH2-CH2-C(=0) o un enlace sencillo, en el que n° representa un nimero
entero de 2 0 4,

L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG,

L? representa -O- o un enlace sencillo,

L® representa -CR%(-R®)- 0 un enlace sencillo, en el que R? y R® representan cada uno un atomo de hidrégeno,

L° representa -C(=0)-, y

-(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura representada por la siguiente férmula:

O
N—
0

que esta conectado al anticuerpo en la posicion 3 del mismo y esta conectado a un grupo metileno en la
estructura de enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1.

[4] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con [3], en el que -NH-(CHz)n'-L*L L’ es
-NH-(CH);-C(=0)-,

-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-, o

-NH-(CH2)2-O-CH2-C(=0)-.

[5] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con [4], en el que -NH-(CHz)I’I1-La-Lb-LC- es
-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-.

[6] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con una cualquiera de [3] a [5], en el que la estructura del
enlazador es una estructura seleccionada de entre el siguiente grupo:

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH;CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,;CH2-O-CH,-C (=0O) -(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH,CH,0O-CH,CH,0-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH- CH,CH>CH,-C(=0)-
(NH-DX)

en el que -(NH-DX) representa un grupo representado por la siguiente formula:

H
KA N—-

; O

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.
[7] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con [6], en el que la estructura del enlazador es:

~(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH2CH,CHz-C(=0)-GGF G-NH-CHy-0-CH,-C(=0)-(NH-DX).

[8] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], en el que un nimero promedio
de unidades de la estructura de farmaco - enlazador seleccionada conjugada por anticuerpo esta en un intervalo
de2a8.

[9] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], en el que un nimero promedio
de unidades de la estructura de farmaco - enlazador seleccionada conjugada por anticuerpo esta en un intervalo
de 3a8.

[10] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], en el que una célula que es
seleccionada como diana por el conjugado de anticuerpo - farmaco es una célula tumoral.

[11] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], en el que el anticuerpo es un
anticuerpo anti-A33, un anticuerpo anti-B7-H3, un anticuerpo anti-CanAg, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo
anti-CD22, un anticuerpo anti-CD30, un anticuerpo anti-CD33, un anticuerpo anti-CD56, un anticuerpo anti-CD70,
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un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-Cripto, un anticuerpo anti-EphA2, un anticuerpo anti-G250, un
anticuerpo anti-MUC1, un anticuerpo anti-GPNMB, un anticuerpo anti-integrina, un anticuerpo anti-PSMA, un
anticuerpo anti-tenascin-C, un anticuerpo anti-SLC44A4 o un anticuerpo anti-mesotelina.

[12] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], en el que el anticuerpo es un
anticuerpo anti-B7-H3, un anticuerpo anti-CD30, un anticuerpo anti-CD33 o un anticuerpo anti-CD70.

[13] El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], en el que el anticuerpo es un
anticuerpo anti-B7-H3.

[14] Un farmaco que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], o una
sal del mismo.

[15] Un farmaco antitumoral y/o farmaco anticancerigeno que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco de
acuerdo con cualquiera de [1] a [4], o una sal del mismo.

[16] Un farmaco antitumoral y/o farmaco anticancerigeno como se define en cualquiera de [1] a [4], para su uso
contra cancer de pulmoén, cancer de rifién, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de prostata, glioblastoma
multiforme, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de higado, cancer de
vejiga, cancer de estbmago o cancer de esoéfago.

[17] Una composicion farmacéutica que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con
cualquiera de [1] a [4], o una sal del mismo como un componente activo, y un componente de formulacion
farmacéuticamente aceptable.

[18] Un compuesto intermedio de farmaco - enlazador representado por la siguiente formula:

Q-(CH2)n®-C(=0)-L*-LP-NH-(CH2)n"-L*L -L°-(NH-DX)

en el que Q representa (maleimid-N-il)-

n® representa un numero entero de 2 a 8,

L% representa -NH-(CH,-CH2-O)n>-CHa-CH,-C(=0)- 0 un enlace sencillo,
en el que n® representa un nimero entero de 1 a 6,

L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG

n' representa un numero entero de 0 a 6,

L? representa -O- o un enlace sencillo,

L® representa -CR%(-R®)- 0 un enlace sencillo,

en el que R? y R® representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno,
L° representa -C(=O)-,

(maleimid-N-il)- es un grupo representado por la siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno es una posicion de conexion, y -(NH-DX) es un grupo representado por la
siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.

[19] El compuesto intermedio de farmaco - enlazador de acuerdo con [18], en el que
n’ es un numero entero de 2 o 4,

-NH-(CH2)n'-L?-L- es

-NH-CH2CH,CHa-,

-NH-CHz-O-CHz-, o

-NH-CH2CH,-O-CH>-.

[20] Un compuesto de los siguientes:
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(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH,0-CH,CH;0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH-O-CH2-C(=0)-(NH-DX) o
(maleimid-N-il)-CH2.CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),

en el que (maleimid-N-il)- es un grupo representado por la siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno es una posicion de conexion, y -(NH-DX) es un grupo representado por la
siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.
[21] El compuesto de acuerdo con [20] que es:
(maleimid-N-il)-CH>CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>-O-CH2-C(=0)-(NH-DX).
[22] Un enlazador representado por la siguiente férmula:
-L'-L2LP-NH-(CHo)n"-L2-L-L"-

para obtener un conjugado de antlcuerpo farmaco en el que un farmaco esta conjugado con un anticuerpo por
medio del enlazador, en el que L' es una posicion de conexién para el anticuerpo, L° es una posicion de conexion
para un compuesto antitumoral,

en el que

n representa un numero entero de 0 a 6,

L representa -(Succinimid-3-il- N) (CH2)n*C(=0)-, en el que n? representa un numero entero de 2 a 8,

L2 representa -NH- (CHz-CHz-O)I’I -CH,-CH,-C(=0) - 0 un enlace sencillo,

en el que n® representa un nimero entero de 1 a 6,

L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG,

L representa -O- o un enlace sencillo,

L representa CR (-R*)-, o un enlace sencillo,

en el que R? y R® representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno,

L° representa -C(=O)-,

-(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura representada por la siguiente férmula:

O
N—

o)

que esta conectado al anticuerpo en la posicion 3 del mismo y esta conectado a un grupo metileno en la
estructura de enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1.

[23] El enlazador de acuerdo con [22], que se selecciona de entre el siguiente grupo, con la condicién de que el
extremo terminal izquierdo sea una posicioén de conexion con el anticuerpo y el extremo terminal derecho sea
una posicion de conexién con el compuesto antitumoral:

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHCH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CHp-C(=0)-
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-0-CH,-C(=0)-
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~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHp-C(=0)-NH-CH,CH,0-CH,CH,0-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHp-C(=0)-.

[24] El enlazador de acuerdo con [23], que, con la condicion de que el extremo terminal izquierdo sea una
posicion de conexidon con el anticuerpo y el extremo terminal derecho sea una posicion de conexion con el
compuesto antitumoral, es:

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CHp-O-CHp-C(=0)-.

[25] Un procedimiento para preparar un conjugado de anticuerpo - farmaco, en el que el anticuerpo se trata en
una condicion reductora y a continuacion se hace reaccionar con un compuesto
seleccionado de entre el grupo de compuestos mostrado posteriormente:

(maleimid-N-il}-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH20-CH,CH,-O-CH2CH>-C(=0)-GGF G-NHCH,CH,CH,-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimid-N-il)-CH>CH>CH,CH,CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX), o
(maleimid-N-il)-CH2,CH>CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),

en lo anterior, (maleimid-N-il)- es un grupo representado por la siguiente férmula:

en la que el atomo de nitrégeno es una posicion de conexion, y -(NH-DX) es un grupo representado por la
siguiente formula:

)

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.

[26] El procedimiento de acuerdo con [25], en el que el anticuerpo se trata en una condicién reductora y a
continuacién se hace reaccionar con el compuesto mostrado posteriormente:

(maleimid-N-il)-CH,CHoCH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX).

[27] Un compuesto seleccionado de entre un grupo de
NH,-CH,CH,CH-C(=0)-(NH-DX),
NH,-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX), o

HO-CH.-C(=0)-(NH-DX),

en el que -(NH-DX) es un grupo representado por la siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.
[28] EI compuesto de acuerdo con [27], que es
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HO-CH2-C(=0)-(NH-DX).
Efectos ventajosos de la invencion

Con un conjugado de anticuerpo - farmaco que tiene un compuesto antitumoral exatecan conjugado por medio de un
enlazador con una estructura especifica, pueden lograrse un efecto antitumoral y una seguridad excelentes.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 muestra una secuencia de aminoacidos de la variante 1 de B7-H3 (SEQ ID NO: 1).

[Figura 2] La figura 2 muestra una secuencia de aminoacidos de la variante 2 de B7-H3 (SEQ ID NO: 2).

[Figura 3] La figura 3 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo M30-H1 (SEQ ID
NO: 9).

[Figura 4] La figura 4 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo M30-H2 (SEQ ID
NO: 10).

[Figura 5] La figura 5 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo M30-H3 (SEQ ID
NO: 11).

[Figura 6] La figura 6 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo M30-H4 (SEQ ID
NO: 12).

[Figura 7] La figura 7 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo M30-L1 (SEQ ID NO:
13).

[Figura 8] La figura 8 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo M30-L2 (SEQ ID NO:
14).

[Figura 9] La figura 9 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo M30-L3 (SEQ ID NO:
15).

[Figura 10] La figura 10 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo M30-L4 (SEQ ID
NO: 16).

[Figura 11] La figura 11 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo M30-L5 (SEQ ID
NO: 17).

[Figura 12] La figura 12 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo M30-L6 (SEQ ID
NO: 18).

[Figura 13] La figura 13 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo M30-L7 (SEQ ID
NO: 19).

[Figura 14] La figura 14 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de anticuerpo M30 (SEQ
ID NO: 20).

[Figura 15] La figura 15 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de anticuerpo M30 (SEQ
ID NO: 21).

[Figura 16] La figura 16 muestra una secuencia de nucleétidos de la variante 1 de B7-H3 (SEQ ID NO: 26).
[Figura 17] La figura 17 muestra el efecto de un conjugado de anticuerpo - farmaco (2) sobre células de la linea
de melanoma humano A375 subcutaneamente transplantadas. En el dibujo, la linea con rombos abiertos
muestra resultados acerca de un tumor sin tratar, la linea con triangulos abiertos muestra el efecto de un
anticuerpo M30-H1-L4P y la linea con circulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
(2).

[Figura 18] La figura 18 muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (2) sobre células de la linea de
melanoma humano A375 subcutaneamente transplantadas. La linea con rombos abiertos muestra resultados
acerca de un tumor sin tratar, la linea con cuadrados soélidos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo -
farmaco (2) administrado a 0,1 mg/kg, la linea con marcas X muestra el efecto del conjugado de anticuerpo -
farmaco (2) administrado a 0,3 mg/kg, la linea con triangulos sdlidos muestra el efecto del conjugado de
anticuerpo - farmaco (2) administrado a 1 mg/kg y la linea con circulos abiertos muestra el efecto del conjugado
de anticuerpo - farmaco (2) administrado a 3 mg/kg.

[Figura 19] La figura 19 muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (2) sobre células Calu-6 de linea
de cancer de pulmén no de células pequefias humano subcutaneamente transplantadas. La linea con rombos
abiertos muestra resultados acerca de un tumor sin tratar, la linea con triangulos abiertos muestra el efecto de un
anticuerpo M30-H1-L4P y la linea con circulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
(2).

[Figura 20] La figura 20 muestra los efectos de los conjugados de anticuerpo - farmaco (1), (13), (41) y (55) sobre
células de la linea de melanoma humano A375 subcutaneamente transplantadas. En el dibujo, la linea con
rombos abiertos muestra resultados acerca de un tumor sin tratar, la linea con circulos abiertos muestra el efecto
del conjugado de anticuerpo - farmaco (1), la linea con triangulos abiertos muestra el efecto del conjugado de
anticuerpo - farmaco (13), la linea con marcas X muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (41) y
la linea con cuadrados abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (55).

[Figura 21] La figura 21 muestra los efectos de los conjugados de anticuerpo - farmaco (13), (41) y (55) sobre
células Calu-6 de linea de cancer de pulmén no de células pequefias humano subcutaneamente transplantadas.
La linea con rombos abiertos muestra resultados acerca de un tumor sin tratar, la linea con circulos abiertos
muestra el efecto de DE-310, la linea con triangulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo -
farmaco (13), la linea con marcas X muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (41) y la linea con
cuadrados abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (55).
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[Figura 22] La figura 22 muestra los efectos de los conjugados de anticuerpo - farmaco (17), (18), (19), (59), (60)
y (61) sobre células de la linea de melanoma humano A375 subcutaneamente transplantadas. En el dibujo, la
linea con rombos soélidos muestra resultados acerca de un tumor sin tratar, la linea con cuadrados sodlidos
muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (17), la linea con cuadrados abiertos muestra el efecto
del conjugado de anticuerpo - farmaco (18), la linea con circulos abiertos muestra el efecto del conjugado de
anticuerpo - farmaco (19), la linea con triangulos sélidos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
(59), la linea con triangulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (60) y la linea con
marcas X muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (61).

Descripcion de realizaciones

El conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion es un farmaco antitumoral en el que un anticuerpo
antitumoral esta conjugado con un compuesto antitumoral por medio de un resto de estructura de enlazador y se
explica con detalle en lo sucesivo en el presente documento.

[Anticuerpo]

El anticuerpo usado en el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion quiere decir una
inmunoglobulina y es una molécula que contiene un sitio de unién a antigeno que se une inmunoespecificamente a
un antigeno. La clase del anticuerpo de la presente invencion puede ser cualquiera de IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY y
es preferentemente IgG. La subclase del anticuerpo de la presente invencion puede ser cualquiera de 1gG1, 1gG2,
IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2 y es preferentemente IgG1 o IgG2. El anticuerpo puede derivarse de cualquier especie, y
los ejemplos preferidos de la especie pueden incluir seres humanos, ratas, ratones y conejos. En el caso en el que
se deriva de una especie que no sea la humana, preferentemente este se quimeriza o se humaniza usando una
técnica bien conocida. El anticuerpo de la presente invencion puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo
monoclonal y es preferentemente un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo de la presente invencion puede ser uno que es capaz de seleccionar como diana células tumorales.
Debido a que el anticuerpo de la presente invencion esta conjugado con un farmaco que tiene actividad antitumoral
por medio de un enlazador, el anticuerpo preferentemente posee una o mas de una propiedad de reconocer una
célula tumoral, una propiedad de unirse a una célula tumoral, una propiedad de internalizarse en una célula tumoral
y una propiedad de dafiar una célula tumoral.

La actividad de unidn del anticuerpo contra células tumorales puede confirmarse usando citometria de flujo. La
internalizacion del anticuerpo en células tumorales puede confirmarse usando (1) un ensayo de visualizacion de un
anticuerpo incorporado en células bajo un microscopio de fluorescencia usando un anticuerpo secundario (marcado
fluorescentemente) que se une al anticuerpo terapéutico (Cell Death and Differentiation (2008) 15, 751-761), (2) un
ensayo de medicién de la cantidad de fluorescencia incorporada en células usando un anticuerpo secundario
(marcado fluorescentemente) que se une al anticuerpo terapéutico (Molecular Biology of the Cell, Vol. 15, 5268-
5282, diciembre de 2004) o (3) un ensayo de Mab-ZAP usando una inmunotoxina que se une al anticuerpo
terapéutico en el que la toxina se libera tras la incorporacién en células para inhibir el crecimiento celular (Bio
Techniques 28: 162-165, enero de 2000).

La actividad antitumoral del anticuerpo se refiere a una actividad citotéxica o efecto citocida contra células tumorales
y puede confirmarse in vitro determinando la actividad inhibitoria contra el crecimiento celular. Por ejemplo, se cultiva
una linea de células cancerosas que sobreexpresa una proteina diana para el anticuerpo, y el anticuerpo se afiade a
concentraciones variables en el sistema de cultivo para determinar una actividad inhibitoria contra la formacién de
focos, la formacion de colonias y el crecimiento de esferoides. La actividad antitumoral puede confirmarse in vivo,
por ejemplo, administrando el anticuerpo a un ratén desnudo con una linea de células tumorales transplantadas que
expresa altamente la proteina diana, y determinando el cambio en la célula cancerosa. Debido a que el farmaco
conjugado en el conjugado de anticuerpo - farmaco ejerce un efecto antitumoral, se prefiere en mayor medida, pero
no es esencial, que el propio anticuerpo tenga un efecto antitumoral. Para ejercer el efecto antitumoral y también
para dafar especifica y selectivamente células tumorales mediante el farmaco, es importante y también se prefiere
que el anticuerpo tenga la propiedad de internalizarse para migrar a células tumorales.

Los ejemplos de un anticuerpo de este tipo pueden incluir, pero sin limitarse a, un anticuerpo anti-A33, un anticuerpo
anti-B7-H3, un anticuerpo anti-CanAg, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD30,
un anticuerpo anti-CD33, un anticuerpo anti-CD56, un anticuerpo anti-CD70, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo
anti-Cripto, un anticuerpo anti-EphA2, un anticuerpo anti-G250, un anticuerpo anti-MUC1, un anticuerpo anti-
GPNMB, un anticuerpo anti-integrina, un anticuerpo anti-PSMA, un anticuerpo anti-tenascin-C, un anticuerpo anti-
SLC44A4 y un anticuerpo anti-mesotelina.

El anticuerpo de la presente invencion es preferentemente un anticuerpo anti-CD30, un anticuerpo anti-CD33, un
anticuerpo anti-CD70 o un anticuerpo anti-B7-H3 y, mas preferentemente, un anticuerpo anti-B7-H3.

El anticuerpo de la presente invencién puede obtenerse usando un procedimiento llevado habitualmente a cabo en la
técnica, que implica inmunizar animales con un polipéptido antigénico y recoger y purificar anticuerpos producidos in
vivo. El origen del antigeno no se limita a los seres humanos, y los animales pueden inmunizarse con un antigeno
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derivado de un animal no humano tal como un ratén, una rata y similares. En este caso, la reactividad cruzada de los
anticuerpos que se unen al antigeno heterdlogo obtenido con antigenos humanos puede someterse a prueba para
explorar un anticuerpo aplicable a una enfermedad humana.

Como alternativa, células productoras de anticuerpo que producen anticuerpos contra el antigeno se fusionan con
células de mieloma de acuerdo con un procedimiento conocido en la técnica (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature
(1975) 256, pag. 495-497; y Kennet, R. ed., Monoclonal Antibodies, pags. 365-367, Plenum Press, N. Y. (1980)) para
establecer hibridomas, a partir de los cuales, a su vez, pueden obtenerse anticuerpos monoclonales.

El antigeno puede obtenerse modificando por ingenieria genética células hospedadoras para producir un gen que
codifica la proteina antigénica. Especificamente, se preparan unos vectores que permiten la expresion del gen de
antigeno y se transfieren a células hospedadoras de tal modo que el gen se expresa. El antigeno expresado de este
modo puede purificarse.

El anticuerpo anti-CD30, el anticuerpo anti-CD33 y el anticuerpo anti-CD70 pueden obtenerse mediante un enfoque
conocido en la técnica con referencia al documento W02002/043661, la patente de EE. UU. n.° 5.773.001 y el
documento W02006/113909, respectivamente.

El anticuerpo B7-H3 usado en la presente invencion es preferentemente uno que tiene propiedades segun se
describe a continuacion.

(1) Un anticuerpo que tiene las siguientes propiedades:

(a) unirse especificamente a B7-H3,
(b) tener una actividad de fagocitosis mediada por células dependiente del anticuerpo (ADCP), y
(c) tener actividad antitumoral in vivo.

(2) El anticuerpo de acuerdo con (1), en el que B7-H3 es una molécula que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 10 2.

(3) El anticuerpo de acuerdo con (1) o (2), en el que el anticuerpo tiene CDRH1 que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 3, CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 4, y CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la
SEQ ID NO: 5 como regiones de determinaciéon de complementariedad de cadena pesada, y CDRL1 que
comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 6, CDRL2 que comprende la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 7, y CDRL3 que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 8 como regiones de determinacién de complementariedad de
cadena ligera.

(4) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1) a (3), en el que la region constante del mismo es una region
constante derivada de ser humano.

(5) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1) a (4), en el que el anticuerpo es un anticuerpo humanizado.
(6) El anticuerpo de acuerdo con (5), en el que el anticuerpo tiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en (a) una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 9, (b) una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 10, (c) una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 11, (d) una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 12, (e) una secuencia de
aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 95 % o mas alta con cualquiera de las secuencias (a) a (d)
y (f) una secuencia de aminoacidos derivada de cualquiera de las secuencias (a) a (d) por las eliminaciones,
sustituciones o adiciones de al menos un aminoacido, y una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en (g) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 13, (h) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 14, (i) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 15, (j) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 16, (k) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 17, (1) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 18, (m) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 19, (n) una secuencia de aminoacidos que
tiene una homologia de al menos el 95 % o mas alta con cualquiera de las secuencias (g) a (m) y (0) una
secuencia de aminoacidos derivada de cualquiera de las secuencias (g) a (m) por las eliminaciones,
sustituciones o adiciones de al menos un aminoacido.

(7) El anticuerpo de acuerdo con (6), en el que el anticuerpo tiene una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera seleccionada de entre el grupo que consiste en una region variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la
SEQ ID NO: 9 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en
las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 13, una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO:
9 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
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posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 14, una region variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 9 y una
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de
aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 15, una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 9 y una region variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128
en la SEQ ID NO: 16, una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 9 y una regién variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID
NO: 17, una regioén variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 9 y una region variable de cadena ligera que comprende
una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 18, una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de
aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 9 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 19, una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a
141 en la SEQ ID NO: 12 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 13, una region variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID
NO: 12 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 14, una region variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 12 y una
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de
aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 15, y una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 141 en la SEQ ID NO: 12 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de
aminoacido 21 a 128 en la SEQ ID NO: 16.

(8) El anticuerpo de acuerdo con (6) o (7), en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena
ligera seleccionadas de entre el grupo que consiste en una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 471 en la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO:
13, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido
20 a 471 enla SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO: 14, una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 471 en la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO:
15, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido
20 a 471 enla SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO: 16, una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 471 en la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO:
17, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido
20 a 471 enla SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO: 18, una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 471 en la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO:
19, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido
20 a 471 en la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en
las posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO: 13, una cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 471 en la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO:
14, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido
20 a 471 en la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en
las posiciones de aminoacido 21 a 233 en la SEQ ID NO: 15, y una cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 471 en la SEQ ID NO: 12 y una cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 233 en la
SEQ ID NO: 16.

(9) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (6) a (8), en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada
y una cadena ligera seleccionadas de entre el grupo que consiste en una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 13, una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 14, una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 15, una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende la secuencia de

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos
aminoacidos

representada
representada
representada
representada
representada
representada
representada
representada
representada
representada
representada
representada

por la
por la
por la
por la
por la
por la
por la
por la
por la
por la
por la
por la

ES 2671 644 T3

SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
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NO:

16, una cadena pesada

: 9 y una cadena ligera

17, una cadena pesada

: 9 y una cadena ligera

18, una cadena pesada

: 9 y una cadena ligera
: 19, una cadena pesada
: 12 y una cadena ligera
: 13, una cadena pesada
: 12 y una cadena ligera
: 14, una cadena pesada

12 y una cadena ligera

que
que
que
que
que
que
que
que
que
que
que
que

comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
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secuencia
secuencia
secuencia
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secuencia
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secuencia
secuencia
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secuencia
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de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
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de
de

aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 15, y una cadena pesada que comprende la secuencia
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende la secuencia
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 16.

(10) El anticuerpo de acuerdo con (8) o (9), en el que el anticuerpo carece de un aminoacido en el extremo
carboxilo de la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 9 0 12 en la cadena pesada.

(11) Un anticuerpo obtenido mediante un procedimiento para producir el anticuerpo de acuerdo con cualquiera de
(1) a (10), comprendiendo el procedimiento las etapas de: cultivar una célula hospedadora transformada con un
vector de expresion que contiene un polinucledtido que codifica el anticuerpo; y recoger el anticuerpo de interés a
partir de los cultivos obtenidos en la etapa anterior.

(12) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1) a (11), en el que la modificacion de un glicano se regula con
el fin de potenciar la actividad citotdxica dependiente del anticuerpo.

En lo sucesivo en el presente documento, se describe el anticuerpo B7-H3 usado en la invencion.
Los términos "cancer" y "tumor”, tal como se usan en el presente documento, se usan con el mismo significado.

El término "gen", tal como se usa en el presente documento, incluye no solamente ADN, sino también ARNm del
mismo, ADNc del mismo y ARNc del mismo.

El término "polinucledtido”, tal como se usa en el presente documento, se usa con el mismo significado que un acido
nucleico y también incluye ADN, ARN, sondas, oligonucleétidos y cebadores.

Los términos "polipéptido” y "proteina”, tal como se usan en el presente documento, se usan indistintamente.

El término "célula", tal como se usa en el presente documento, también incluye células en un individuo animal y
células cultivadas.

El término "B7-H3", tal como se usa en el presente documento, se usa con el mismo significado que proteina B7-H3,
y también se refiere a la variante 1 de B7-H3 y/o la variante 2 de B7-H3.

El término "CDR", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una region determinante de la
complementariedad (CDR), y se sabe que cada cadena pesada y ligera de una molécula de anticuerpo tiene tres
regiones determinantes de la complementariedad (CDR). La CDR también se denomina region hipervariable y esta
presente en una region variable de cada cadena pesada y ligera de un anticuerpo. Es un sitio que tiene una
variabilidad inusualmente alta en su estructura primaria, y hay tres CDR independientes en la estructura primaria de
cada cadena polipeptidica pesada y ligera. En la presente memoria descriptiva, con respecto a las CDR de un
anticuerpo, las CDR de la cadena pesada estan representadas por CDRH1, CDRH2 y CDRH3 desde el lado amino
terminal de la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, y las CDR de la cadena ligera estan representadas
por CDRL1, CDRL2 y CDRL3 desde el lado amino terminal de la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera.
Estos sitios estan proximos entre si en la estructura terciaria y determinan la especificidad para un antigeno al que
se une el anticuerpo.

La frase "la hibridacion se realiza en condiciones rigurosas", tal como se usa en el presente documento, se refiere a
un procedimiento en el que la hibridacion se realiza en condiciones en las cuales puede lograrse la identificacion
realizando hibridacién a 68 °C en una solucion de hibridacion disponible en el mercado ExpressHyb Hybridization
Solution (fabricada por Clontech, Inc.) o realizando hibridacién a 68 °C en presencia de NaCl de 0,7 a 1,0 M usando
un filtro que tiene ADN inmovilizado sobre él, seguido de realizar lavado a 68 °C usando solucion 0,1 a 2 x de SSC
(1 x soluciéon de SSC esta compuesta por NaCl 150 mM y citrato de sodio 15 mM) o en condiciones equivalentes a
las mismas.

1. B7-H3

B7-H3 es un miembro de la familia B7 expresado en células presentadoras de antigenos como una molécula
coestimuladora, y se considera que actia sobre un receptor en linfocitos T para potenciar o suprimir la actividad
inmunitaria.
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B7-H3 es una proteina que tiene una estructura transmembrana de un solo paso, y el dominio extracelular N-terminal
de B7-H3 contiene dos variantes. La variante 1 de B7-H3 (41g-B7-H3) contiene un dominio de Ig de tipo V o de tipo C
en dos sitios, respectivamente, y la variante 2 de B7-H3 (2Ig-B7-H3) contiene un dominio de Ig de tipo V o de tipo C
en un sitio, respectivamente.

Con respecto a B7-H3 que se usara en la invencién, B7-H3 puede purificarse directamente a partir de células que
expresan B7-H3 de un ser humano o un mamifero no humano (tal como una rata o un ratén) y usarse, o puede
prepararse y usarse una fraccion de membrana celular de las células descritas anteriormente. Ademas, B7-H3
puede obtenerse mediante sintesis in vitro de la misma o producciéon de la misma en una célula hospedadora
mediante ingenieria genética. En la ingenieria genética, especificamente, después de que el ADNc de B7-H3 se
integre en un vector capaz de expresar ADNc de B7-H3, puede obtenerse B7-H3 sintetizandola en una soluciéon que
contiene una enzima, un sustrato y una sustancia energética requeridas para la transcripcion y la traduccioén, o
expresando B7-H3 en otra célula hospedadora transformada procariota o eucariota.

La secuencia de aminoacidos de un marco de lectura abierto (ORF) de un gen de la variante 1 de B7-H3 humana
esta representada por la SEQ ID NO: 1 en el listado de secuencias. Ademas, la secuencia de la SEQ ID NO: 1 se
muestra en la figura 1.

La secuencia de aminoacidos de un ORF de un gen de la variante 2 de B7-H3 humana esta representada por la
SEQ ID NO: 2 en el listado de secuencias. Ademas, la secuencia de la SEQ ID NO: 2 se muestra en la figura 2.

Ademas, una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o varios aminoacidos se
sustituyen, eliminan y/o afiaden en cualquiera de las secuencias de aminoacidos descritas anteriormente de B7-H3 y
también tiene una actividad bioldgica equivalente a la de la proteina esta también incluida en B7-H3.

La variante 1 de B7-H3 humana madura de la que se ha eliminado la secuencia sefial corresponde a una secuencia
de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 27 a 534 de la secuencia de aminoacidos representada
por la SEC ID NO: 1. Ademas, la variante 2 de B7-H3 humana madura de la que se ha eliminado la secuencia sefal
corresponde a una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 27 a 316 de la secuencia de
aminoacidos representada por la SEC ID NO: 2.

2. Produccioén del anticuerpo anti-B7-H3

El anticuerpo contra B7-H3 de la invencion puede obtenerse inmunizando un animal con B7-H3 o un polipéptido
arbitrario seleccionado entre la secuencia de aminoacidos de B7-H3, y recogiendo y purificando el anticuerpo
producido in vivo de acuerdo con un procedimiento comun. La especie biolégica de B7-H3 que se usara como
antigeno no esta limitada al ser humano, y puede inmunizarse un animal con B7-H3 derivado de un animal que no
sea humano, tal como un ratén o una rata. En este caso, examinando la reactividad cruzada entre un anticuerpo que
se une al B7-H3 heterdlogo obtenido y B7-H3 humano, puede seleccionarse un anticuerpo aplicable a una
enfermedad humana.

Ademas, puede obtenerse un anticuerpo monoclonal a partir de un hibridoma establecido fusionando células
productoras de anticuerpos que producen un anticuerpo contra B7-H3 con células de mieloma, de acuerdo con un
procedimiento conocido (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, (1975) 256, pags. 495-497; Kennet, R. ed.,
Monoclonal Antibodies, pags. 365-367, Plenum Press, N. Y. (1980).

Puede obtenerse B7-H3 que se usara como un antigeno expresando el gen de B7-H3 en una célula hospedadora
usando ingenieria genética.

Especificamente, se produce un vector capaz de expresar el gen de B7-H3, y el vector resultante se transfecta en
una célula hospedadora para expresar el gen, y a continuacion, se purifica el B7-H3 expresado. En lo sucesivo en el
presente documento, se describe especificamente un procedimiento para obtener un anticuerpo contra B7-H3.

(1) Preparacion del antigeno

Los ejemplos del antigeno que se usara para producir el anticuerpo anti-B7-H3 incluyen B7-H3, un polipéptido que
consiste en una secuencia de aminoacidos parcial que comprende al menos 6 aminoacidos consecutivos de B7-H3,
y un derivado obtenido afiadiendo una secuencia de aminoacidos o vehiculo dado al mismo.

B7-H3 puede purificarse directamente a partir de tejidos tumorales o células tumorales humanas y usarse. Ademas,
B7-H3 puede obtenerse sintetizandolo in vitro o produciéndolo en una célula hospedadora mediante ingenieria
genética.

Con respecto a la ingenieria genética, especificamente, después de que el ADNc de B7-H3 se integre en un vector
capaz de expresar ADNc de B7-H3, puede obtenerse B7-H3 sintetizandola en una soluciéon que contiene una
enzima, un sustrato y una sustancia energética requeridas para la transcripcion y la traduccion, o expresando B7-H3
en otra célula hospedadora transformada procariota o eucariota.

Ademas, el antigeno también puede obtenerse como una proteina secretora expresando una proteina de fusion

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2671 644 T3

obtenida ligando el dominio extracelular de B7-H3, que es una proteina de membrana, a la regién constante de un
anticuerpo en un sistema hospedador-vector apropiado.

El ADNc de B7-H3 puede obtenerse mediante, por ejemplo, un llamado procedimiento de PCR en el que se realiza
una reaccioén en cadena de la polimerasa (en lo sucesivo denominada "PCR") usando una biblioteca de ADNc que
expresa ADNc de B7-H3 como molde y cebadores que amplifican especificamente el ADNc de B7-H3 (véase Saiki,
R. K., y col., Science, (1988) 239, pags. 487-489).

Como sintesis in vitro del polipéptido, por ejemplo, puede indicarse como ejemplo el sistema Rapid Translation
System (RTS) fabricado por Roche Diagnostics, Inc., aunque sin limitarse al mismo.

Los ejemplos de las células hospedadoras procariotas incluyen Escherichia coli y Bacillus subtilis. Con el fin de
transformar las células hospedadoras con un gen diana, las células hospedadoras se transforman mediante un
vector plasmidico que comprende un replicén, es decir, un origen de replicaciéon derivado de una especie compatible
con el hospedador, y una secuencia reguladora. Ademas, el vector tiene preferentemente una secuencia capaz de
imponer selectividad fenotipica en la célula transformada.

Los ejemplos de las células hospedadoras eucariotas incluyen células de vertebrados, células de insectos y células
de levadura. Como células de vertebrados, por ejemplo, a menudo se usan células COS de simio (Gluzman, Y., Cell,
(1981) 23, pags. 175-182, ATCC CRL-1650), fibroblastos murinos NIH3T3 (ATCC n.° CRL-1658) y cepas deficientes
en dihidrofolato reductasa (Urlaub, G. y Chasin, LA, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1980) 77, pags. 4126-4220) de
células de ovario de hamster chino (células CHO, ATCC: CCL-61); y similares, sin embargo, las células no se limitan
a éstas.

El transformante obtenido de este modo puede cultivarse de acuerdo con un procedimiento comun, y mediante el
cultivo del transformante, se produce un polipéptido diana intracelular o extracelularmente.

Un medio adecuado para usarlo para el cultivo puede seleccionarse entre diversos medios de cultivo usados
comunmente dependiendo de las células hospedadoras empleadas. Si se emplea Escherichia coli, por ejemplo,
puede usarse un medio LB suplementado con un antibiético tal como ampicilina o IPMG, segun sea necesario.

Una proteina recombinante producida intracelular o extracelularmente por el transformante a través de dicho cultivo
puede separarse y purificarse mediante cualquiera de diversos procedimientos de separacion conocidos que utiliza
la propiedad fisica o quimica de la proteina.

Los ejemplos especificos de los procedimientos incluyen tratamiento con un precipitante de proteina comun,
ultrafiltracion, diversos tipos de cromatografia liquida tales como cromatografia de tamiz molecular (filtracion en gel),
cromatografia de adsorcion, cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de afinidad, didlisis y una
combinacién de los mismos.

Ademas, uniendo un identificador de seis restos de histidina a una proteina recombinante a expresar, la proteina
puede purificarse eficazmente con una columna de afinidad de niquel. Como alternativa, uniendo la regién Fc de IgG
a una proteina recombinante a expresar, la proteina puede purificarse eficazmente con una columna de proteina A.

Combinando los procedimientos descritos anteriormente, puede producirse faciimente una gran cantidad de un
polipéptido diana con alto rendimiento y alta pureza.

(2) Produccion del anticuerpo monoclonal anti-B7-H3

Los ejemplos del anticuerpo que se une especificamente a B7-H3 incluyen un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a B7-H3, y un procedimiento de obtencién del anticuerpo es tal como se describe a continuacion.

La produccién de un anticuerpo monoclonal generalmente requiere las siguientes etapas operativas de:

(a) purificar un biopolimero que se usara como antigeno;

(b) preparar células productoras de anticuerpos inmunizando un animal mediante inyeccién del antigeno, recoger
la sangre, ensayar su titulo de anticuerpos para determinar cuando se escinde el bazo;

(c) preparar células de mieloma (en lo sucesivo denominadas como "mieloma");

(d) fusionar las células productoras de anticuerpos con el mieloma;

(e) cribar un grupo de hibridomas que producen un anticuerpo deseado;

(f) dividir los hibridomas en clones de una sola célula (clonacion);

(g) opcionalmente, cultivar el hibridoma o criar un animal implantado con el hibridoma para producir una gran
cantidad de un anticuerpo monoclonal;

(h) examinar el anticuerpo monoclonal producido de este modo para determinar la actividad biolégica y la
especificidad de union, o evaluar el mismo para determinar propiedades como un reactivo etiquetado; y similares.

En lo sucesivo en el presente documento, el procedimiento de produccion de un anticuerpo monoclonal se describira
en detalle siguiendo las etapas anteriores, sin embargo, el procedimiento no se limita a esto, y, por ejemplo, pueden
usarse células productoras de anticuerpos diferentes de células esplénicas y mieloma.
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(a) Purificacion de antigeno

Como antigeno, puede usarse B7-H3 preparada mediante el procedimiento descrito anteriormente o un péptido
parcial de la misma.

Ademas, también puede usarse como el antigeno una fraccion de membrana preparada a partir de células
recombinantes que expresan B7-H3 o las propias células recombinantes que expresan B7-H3, y también un péptido
parcial de la proteina de la invenciéon quimicamente sintetizado mediante un procedimiento conocido por los expertos
en la materia.

(b) Preparacion de células productoras de anticuerpos

El antigeno obtenido en la etapa (a) se mezcla con un adyuvante tal como adyuvante completo o incompleto de
Freund o sulfato de aluminio y potasio y la mezcla resultante se usa como inmundégeno para inmunizar un animal
experimental. Como animal experimental, puede usarse sin ningun problema cualquier animal usado en un
procedimiento de produccion de hibridoma conocido. Especificamente, por ejemplo, puede usarse un ratén, una rata,
una cabra, vacas, un caballo o similar. Sin embargo, desde el punto de vista de la facilidad de disponibilidad de las
células de mieloma para fusionarse con las células productoras de anticuerpos extraidas, se usa preferentemente un
ratén o una rata como animal a inmunizar.

Ademas, la cepa de un ratdn o una rata que se usara no esta particularmente limitada y, en el caso de un raton, por
ejemplo, pueden usarse diversas cepas tales como A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA,
FL, HTH, HT1, LP, NZB, NZW, RF, R lll, SJL, SWR, WB y 129 y similares, y en el caso de una rata, por ejemplo,
pueden usarse Wistar, Low, Lewis, Sprague, Dawley, ACI, BN, Fischer y similares.

Estos ratones y ratas estan disponibles en el mercado de criadores/distribuidores de animales experimentales, por
ejemplo, CLEA Japan, Inc. y Charles River Laboratories Japan, Inc.

Entre estos, teniendo en cuenta la compatibilidad de fusién con células de mieloma descritas a continuacion, en el
caso de un raton, la cepa BALB/c, y en el caso de una rata, las cepas Wistar y Low se prefieren particularmente
como animal a inmunizar.

Ademas, teniendo en cuenta la homologia antigénica entre seres humanos y ratones, También se prefiere usar un
ratéon que tiene funcién biolégica reducida para eliminar autoanticuerpos, es decir, un ratén con una enfermedad
autoinmunitaria.

La edad de dicho ratén o rata en el momento de la inmunizacién es, preferentemente, de 5 a 12 semanas de edad,
mas preferentemente, de 6 a 8 semanas de edad.

Con el fin de inmunizar un animal con B7-H3 o un recombinante de la misma, por ejemplo, puede usarse un
procedimiento conocido descrito en detalle en, por ejemplo, Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol.
I. 1. 1., Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental
Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher Springfield, lllinois (1964) o similares.

Entre todos estos procedimientos de inmunizacién, un procedimiento especifico preferido en la invencién es, por
ejemplo, de la siguiente manera.

Es decir, en primer lugar, una fraccion de proteina de membrana que sirve como antigeno o células a las que se hizo
expresar el antigeno se administran por via intradérmica o intraperitoneal a un animal.

Sin embargo, se prefiere la combinacion de ambas vias de administracion para aumentar la eficacia de inmunizacion
y, cuando la administracion intradérmica se realiza en la primera mitad y la administracion intraperitoneal se realiza
en la segunda mitad o sélo en la Ultima dosificacion, la eficacia de la inmunizacion puede aumentarse
particularmente.

El programa de administracion del antigeno varia dependiendo del tipo de animal a inmunizar, diferencia individual o
similares. Sin embargo, en general, es preferido un programa de administracion en el que la frecuencia de
administracion del antigeno es de 3 a 6 veces y el intervalo de dosificacion es de 2 a 6 semanas, y es mas preferido
un programa de administracion en el que la frecuencia de administracion del antigeno es de 3 a 4 veces y el
intervalo de dosificacion es de 2 a 4 semanas.

Ademas, La dosis del antigeno varia dependiendo del tipo de animal, diferencias individuales o similares, sin
embargo, la dosis se establece, en general, en de 0,05 a 5 mg, preferentemente de aproximadamente 0,1 a 0,5 mg.

Se realiza una inmunizacion de refuerzo de 1 a 6 semanas, preferentemente de 2 a 4 semanas, mas
preferentemente de 2 a 3 semanas después de la administracion del antigeno tal como se ha descrito anteriormente.

La dosis del antigeno en el momento de realizar la inmunizacion de refuerzo varia dependiendo del tipo o tamario del
animal o similar, sin embargo, en el caso de, por ejemplo, un ratén, la dosis generalmente se establece en de 0,05 a
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5 mg, preferentemente de 0,1 a 0,5 mg, mas preferentemente de aproximadamente 0,1 a 0,2 mg.

Las células esplénicas o linfocitos que incluyen células productoras de anticuerpos se extirpan asépticamente del
animal inmunizado de 1 a 10 dias, preferentemente de 2 a 5 dias, mas preferentemente de 2 a 3 dias después de la
inmunizacion de refuerzo. En este momento, se mide el titulo del anticuerpo y, si se usa un animal que tiene un titulo
de anticuerpos suficientemente aumentado como fuente de suministro de las células productoras de anticuerpos, el
procedimiento posterior puede llevarse a cabo de manera mas eficiente.

Los ejemplos del procedimiento de medicién del titulo de anticuerpos que se usaran aqui incluyen un procedimiento
RIA y un procedimiento ELISA, pero el procedimiento no esta limitado a estos.

Por ejemplo, si se emplea un procedimiento ELISA, la medicién del titulo de anticuerpos en la invencidon puede
llevarse a cabo de acuerdo con los procedimientos que se describen a continuacion.

En primer lugar, un antigeno purificado o parcialmente purificado se adsorbe a la superficie de una fase solida tal
como una placa de 96 pocillos para ELISA, y la superficie de la fase sdlida que no tiene antigeno adsorbido en ella
se cubre con una proteina no relacionada con el antigeno tal como albumina de suero bovino (en lo sucesivo
denominada "BSA"). Después de lavar la superficie, ésta se pone en contacto con una muestra diluida
sucesivamente (por ejemplo, suero de ratdon) como anticuerpo primario para permitir que el anticuerpo en la muestra
se una al antigeno.

Ademas, como anticuerpo secundario, se afnade un anticuerpo etiqguetado con una enzima contra un anticuerpo de
ratén y se permite que se una al anticuerpo de ratén. Después del lavado, se afiade un sustrato para la enzima y se
mide un cambio en la absorbancia que se produce debido al desarrollo del color inducido por la degradacion del
sustrato o similar y el titulo del anticuerpo se calcula basandose en la medicion.

La separacion de las células productoras de anticuerpos de las células esplénicas o linfocitos del animal inmunizado
puede llevarse a cabo de acuerdo con un procedimiento conocido (por ejemplo, Kohler y col., Nature (1975), 256,
pag. 495; Kohler y col., Eur. J. Immunol. (1977), 6, pag. 511; Milstein y col., Nature (1977), 266, pag. 550; Walsh,
Nature (1977), 266, pag. 495). Por ejemplo, en el caso de las células esplénicas, puede emplearse un procedimiento
general en el que las células productoras de anticuerpos se separan homogeneizando el bazo para obtener las
células mediante filtracion con una malla de acero inoxidable y suspendiendo las células en Medio Minimo Esencial
(MEM) de Eagle.

(c) Preparacion de células de mieloma (en lo sucesivo denominadas como "mieloma")

Las células de mieloma que se usaran para la fusion celular no estan particularmente limitadas y las células
adecuadas pueden seleccionarse de lineas celulares conocidas. Sin embargo, teniendo en cuenta la conveniencia
cuando un hibridoma se selecciona de entre células fusionadas, se prefiere usar una cepa deficiente en HGPRT
(hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa) cuyo procedimiento de seleccion se ha establecido.

De manera mas especifica, los ejemplos de la cepa deficiente en HGPRT incluyen X63-Ag8 (X63), NS1-
ANS/1(NS1), P3X63-Ag8.U1(P3U1), X63-Ag8.653(X63.653), SP2/0-Ag14(SP2/0), MPC11-45.6TG1.7(45.6TG), FO,
S149/5XX0 y BU.1 derivadas de ratones; 210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3) derivada de ratas; y U266AR(SKO-007), GM1500-
GTG-A12(GM1500), UC729-6, LICR-LOW-HMy2(HMy2) y 8226AR/NIP4-1(NP41) derivadas de seres humanos.
Estas cepas deficientes en HGPRT estan disponibles de, por ejemplo, la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC) o similar.

Estas cepas celulares se subcultivan en un medio apropiado tal como un medio de 8-azaguanina [un medio obtenido
afadiendo 8-azaguanina a un medio RPMI 1640 suplementado con glutamina, 2-mercaptoetanol, gentamicina y
suero de ternera fetal (en lo sucesivo denominado "FCS")], medio de Dulbecco modificado por Iscove (en lo sucesivo
denominado" IMDM "), o medio de Eagle modificado por Dulbecco (en lo sucesivo denominado" DMEM "). En este
caso, de 3 a 4 dias antes de realizar la fusion celular, las células se subcultivan en un medio normal [por ejemplo, un
medio ASF104 (fabricado por Ajinomoto Co., Ltd.) que contenia el 10 % de FCS] para garantizar no menos de 2 x
10’ células el dia de la fusion celular.

(d) Fusion celular

La fusién entre las células productoras de anticuerpos y las células de mieloma puede realizarse apropiadamente de
acuerdo con un procedimiento conocido (Weir, DM Handbook of Experimental Immunology Vol. I. II. 1ll., Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C
Thomas Publisher, Springdfield, lllinois (1964), etc.), en condiciones tales que la tasa de supervivencia de las células
no se reduzca excesivamente.

Como dicho procedimiento, por ejemplo, puede usarse un procedimiento quimico en el que las células productoras
de anticuerpos y las células de mieloma se mezclan en una solucién que contiene un polimero tal como
polietilenglicol a alta concentracién, un procedimiento fisico que usan estimulacion eléctrica, o similar. Entre estos
procedimientos, un ejemplo especifico del procedimiento quimico es tal como se describe a continuacion.
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Es decir, en el caso en el que se usa polietilenglicol en la solucién que contiene un polimero a alta concentracion, las
células productoras de anticuerpos y las células de mieloma se mezclan en una solucion de polietilenglicol que tiene
un peso molecular de 1500 a 6000, mas preferentemente de 2000 a 4000 a una temperatura de 30 a 40 °C,
preferentemente de 35 a 38 °C durante de 1 a 10 minutos, preferentemente de 5 a 8 minutos.

(e) Seleccioén de un grupo de hibridomas

El procedimiento de selecciéon de hibridomas obtenidos mediante la fusién celular descrita anteriormente no esta
particularmente limitado. Normalmente, se usa un procedimiento de seleccion HAT (hipoxantina, aminopterina,
timidina) (Kohler y col., Nature (1975), 256, pag. 495; Milstein y col., Nature (1977), 266, pag. 550).

Este procedimiento es eficaz cuando se obtienen hibridomas usando células de mieloma de una cepa deficiente en
HGPRT que no pueden sobrevivir en presencia de aminopterina.

Es decir, cultivando células no fusionadas e hibridomas en un medio HAT, solo se permite selectivamente sobrevivir
y proliferar a los hibridomas resistentes a la aminopterina.

(f) Division en clones de una sola célula (clonacion)

Como procedimiento de clonaciéon para hibridomas, puede usarse un procedimiento conocido tal como un
procedimiento de metilcelulosa, un procedimiento de agarosa suave o un procedimiento de dilucion limitante (véase,
por ejemplo, Barbara, B. M. y Stanley, M. S.: Selected Methods in Cellular Immunology, W. H. Freeman and
Company, San Francisco (1980)). Entre estos procedimientos, particularmente, se prefiere un procedimiento de
cultivo tridimensional tal como un procedimiento de metilcelulosa. Por ejemplo, el grupo de hibridomas producidos
por fusion celular se suspenden en un medio de metilcelulosa tal como ClonaCell-HY Selection Medium D (fabricado
por StemCell Technologies, Inc., n° 03804) y se cultiva. A continuacidon, se recogen las colonias de hibridoma
formadas, con lo que pueden obtenerse hibridomas monoclonales. Las colonias de hibridoma recogidas respectivas
se cultivan, y se selecciona un hibridoma que se ha confirmado que tiene un titulo de anticuerpo estable en un
sobrenadante de cultivo de hibridoma obtenido como una cepa de hibridoma productor de anticuerpo monoclonal
B7-H3.

Los ejemplos de la cepa de hibridoma establecida de este modo incluyen el hibridoma M30 de B7-H3. En la presente
memoria descriptiva, un anticuerpo producido por el hibridoma M30 de B7-H3 se denomina "anticuerpo M30" o
simplemente "M30".

La cadena pesada del anticuerpo M30 tiene una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 20 en el
listado de secuencias. Ademas, la cadena ligera del anticuerpo M30 tiene una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 21 en el listado de secuencias. En la secuencia de aminoacidos de la cadena
pesada representada por la SEQ ID NO: 20 en el listado de secuencias, una secuencia de aminoacidos que consiste
en los restos de aminoacido 1 a 19 es una secuencia sefial, una secuencia de aminoacidos que consiste en los
restos de aminoacido 20 a 141 es una region variable, y una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos
de aminoacido 142 a 471 es una region constante. Ademas, en la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera
representada por la SEQ ID NO: 21 en el listado de secuencias, una secuencia de aminoacidos que consiste en los
restos de aminoacido 1 a 22 es una secuencia sefal, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de
aminoacido 23 a 130 es una region variable, y la secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de
aminoacido 131 a 235 es una region constante.

(g) Preparacion del anticuerpo monoclonal mediante cultivo de hibridoma

Cultivando el hibridoma seleccionado de este modo, puede obtenerse de manera eficiente un anticuerpo
monoclonal. Sin embargo, antes del cultivo, se prefiere realizar el cribado de un hibridoma que produce un
anticuerpo monoclonal diana.

En dicho cribado, puede emplearse un procedimiento conocido.

La medicion del titulo de anticuerpos en la invencion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante un procedimiento
ELISA explicado en el punto (b) descrito anteriormente.

El hibridoma obtenido mediante el procedimiento descrito anteriormente puede almacenarse en un estado congelado
en nitrégeno liquido o en un congelador a -80 °C o menos.

Después de la finalizacion de la clonacion, el medio se cambia de un medio HT a un medio normal, y el hibridoma se
cultiva.

El cultivo a gran escala se lleva a cabo mediante cultivo de rotacion usando una botella de cultivo grande o mediante
un cultivo giratorio. A partir del sobrenadante obtenido mediante el cultivo a gran escala, puede obtenerse un
anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la proteina de la invenciéon por purificacion usando un
procedimiento conocido por los expertos en la materia, tales como filtracion en gel.
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Ademas, el hibridoma se inyecta en la cavidad abdominal de un ratén de la misma cepa que el hibridoma (por
ejemplo, la BALB/c descrita anteriormente) o un ratdn Nu/Nu para proliferar el hibridoma, por lo que puede obtenerse
la ascitis que contiene una gran cantidad del anticuerpo monoclonal de la invencion.

En el caso en el que el hibridoma se administra en la cavidad abdominal, si se administra un aceite mineral tal como
2,6,10,14-tetrametil pentadecano (pristano) de 3 a 7 dias antes del mismo, puede obtenerse una mayor cantidad de
ascitis.

Por ejemplo, un inmunosupresor se inyecta previamente en la cavidad abdominal de un ratén de la misma cepa que
el hibridoma para inactivar los linfocitos T. 20 dias después, de 10° a 10’ células de clones de hibridoma se
suspenden en un medio libre de suero (0,5 ml) y la suspensién se administra en la cavidad abdominal del raton. En
general, cuando el abdomen se expande y se llena con la ascitis, la ascitis se recoge del raton. Mediante este
procedimiento, el anticuerpo monoclonal puede obtenerse a una concentracion que es aproximadamente 100 veces
o mucho mayor que en la solucion de cultivo.

El anticuerpo monoclonal obtenido mediante el procedimiento descrito anteriormente puede purificarse mediante un
procedimiento descrito en, por ejemplo, Weir, D. M.: Handbook of Experimental Immunology vol. I, Il, Ill, Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1978).

El anticuerpo monoclonal obtenido de este modo tiene una alta especificidad por el antigeno para B7-H3.
(h) Ensayo de anticuerpo monoclonal

El isotipo y la subclase del anticuerpo monoclonal obtenido de este modo pueden determinarse de la siguiente
manera.

En primer lugar, los ejemplos del procedimiento de identificaciéon incluyen un procedimiento de Ouchterlony, un
procedimiento ELISA y un procedimiento RIA.

Un procedimiento de Ouchterlony es sencillo, pero cuando la concentracion del anticuerpo monoclonal es baja, se
requiere una operacion de condensacion.

Por otra parte, cuando se utiliza un procedimiento ELISA o un procedimiento RIA, haciendo reaccionar directamente
el sobrenadante del cultivo con una fase sélida adsorbida al antigeno y usando anticuerpos correspondientes a
diversos tipos de isotipos y subclases de inmunoglobulinas como anticuerpos secundarios, pueden identificarse el
isotipo y la subclase del anticuerpo monoclonal.

Ademas, como un procedimiento mas sencillo, también puede usarse un kit de identificaciéon disponible en el
mercado (por ejemplo, Mouse Typer Kit fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) o similar.

Ademas, la determinacién cuantitativa de una proteina puede realizarse mediante el procedimiento de Folin Lowry y
un procedimiento de calculo basado en la absorbancia a 280 nm [1,4 (DO 280) = Inmunoglobulina 1 mg/ml].

Ademas, incluso cuando el anticuerpo monoclonal se obtiene por separado e independientemente realizando
nuevamente las etapas de (a) a (h) en (2), es posible obtener un anticuerpo que tenga una actividad citotoxica
equivalente a la del anticuerpo M30. Como ejemplo de dicho anticuerpo, puede indicarse como ejemplo un
anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo M30. El M30 reconoce un epitopo en el dominio IgC1 o
IgC2, que es un dominio en el dominio extracelular de B7-H3, y se une al dominio IgC1 o al dominio IgC2 o a ambos.
Por lo tanto, como el epitopo para el anticuerpo de la invencion, particularmente, puede indicarse como ejemplo un
epitopo presente en el dominio IgC1 o IgC2 de B7-H3. Si un anticuerpo monoclonal recién producido se une a un
péptido parcial o a una estructura terciaria parcial a la que se une el anticuerpo M30, puede determinarse que el
anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo M30. Ademas, confirmando que el anticuerpo
monoclonal compite con el anticuerpo M30 por la unién a B7-H3 (es decir, el anticuerpo monoclonal inhibe la unién
entre el anticuerpo M30 y B7-H3), puede determinarse que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el
anticuerpo M30 incluso si no se ha determinado la secuencia o estructura especifica del epitopo. Cuando se
confirma que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo M30, se espera fuertemente que
el anticuerpo monoclonal tenga una actividad citotéxica equivalente a la del anticuerpo M30.

(3) Otros anticuerpos

El anticuerpo de la invencién incluye no solamente el anticuerpo monoclonal descrito anteriormente contra B7-H3
sino también un anticuerpo recombinante obtenido mediante modificacion artificial con el fin de disminuir la
antigenicidad heterdloga en seres humanos, tal como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un
anticuerpo humano. Estos anticuerpos pueden producirse usando un procedimiento conocido.

Como el anticuerpo quimérico, puede indicarse como ejemplo un anticuerpo en el que las regiones variable y
constante de anticuerpo se derivan de diferentes especies, por ejemplo, un anticuerpo quimérico en el que una
region variable de anticuerpo derivada de ratén o rata se conecta a una region constante de anticuerpo derivada de
humano (véase Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 81,6851-6855, (1984).
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Como el anticuerpo humanizado, puede indicarse como ejemplo un anticuerpo obtenido integrando solamente una
region determinante de complementariedad (CDR) en un anticuerpo derivado de un ser humano (véase Nature
(1986) 321, pags. 522-525), y un anticuerpo obtenido injertando una parte de los restos de aminoacido del marco asi
como la secuencia de CDR para un anticuerpo humano mediante un procedimiento de injerto de CDR (documento
WO 90/07861).

Sin embargo, el anticuerpo humanizado derivado del anticuerpo M30 no esta limitado a un anticuerpo humanizado
especifico, siempre que el anticuerpo humanizado tenga los 6 tipos de secuencias de CDR del anticuerpo M30 y
tenga una actividad antitumoral. La region variable de cadena pesada del anticuerpo M30 tiene CDRH1 (NYVMH)
que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 3 en el listado de secuencias,
CDRH2 (YINPYNDDVKYNEKFKG) que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO:
4, en el listado de secuencias, y CDRH3 (WGYYGSPLYYFDY) que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 5 en el listado de secuencias. Ademas, la region variable de cadena ligera del
anticuerpo M30 tiene CDRL1 (RASSRLIYMH) que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por la
SEQ ID NO: 6 en el listado de secuencias, CDRL2 (ATSNLAS) que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 7, en el listado de secuencias, y CDRL3 (QQWNSNPPT) que consiste en una
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 8 en el listado de secuencias.

Como un ejemplo del anticuerpo humanizado de un anticuerpo de ratén M30, puede indicarse como ejemplo una
combinacién arbitraria de una cadena pesada que comprende una regién variable de cadena pesada que consiste
en una cualquiera de (1) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la
SEQ ID NO: 9, 10, 11 0 12 en el listado de secuencias, (2) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia
de al menos el 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos (1) descrita anteriormente, y (3) una secuencia de
aminoacidos en la que uno o varios aminoacidos secuencia de aminoacidos (1) descrita anteriormente se eliminan,
se sustituyen o se afiaden y una cadena ligera que comprende una regién variable de cadena ligera que consiste en
cualquiera de (4) una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID
NO: 13, 14, 15, 16, 17, 18 o 19 en el listado de secuencias, (5) una secuencia de aminoacidos que tiene una
homologia de al menos el 95 % o mas con secuencia de aminoacidos (4) descrita anteriormente, y (6) una secuencia
de aminoacidos en la que uno o varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos (4) descrita anteriormente se
eliminan, se sustituyen o se afaden.

El término "varios", tal como se usa en el presente documento, se refiereade 1a10,1a9,1a8,1a7,1a6,1a5,
1a4,1a3,0102.

Como la sustitucion de aminoacidos en la presente memoria descriptiva, se prefiere una sustitucion conservativa de
aminoacidos. La sustitucion conservativa de aminoacidos se refiere a una sustitucién que se produce dentro de un
grupo de aminoacidos relacionados con las cadenas laterales de aminoacidos. Los grupos de aminoacidos
preferidos son los siguientes: un grupo acido (acido aspartico y acido glutamico); un grupo basico (lisina, arginina e
histidina); un grupo no polar (alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina y triptéfano); y una
familia polar no cargada (glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina y tirosina). Grupos de aminoacidos
mas preferidos son los siguientes: un grupo hidroxi alifatico (serina y treonina); un grupo que contiene amida
(asparagina y glutamina); un grupo alifatico (alanina, valina, leucina e isoleucina); y un grupo aromatico (fenilalanina,
triptéfano y tirosina). Dicha sustitucion de aminoacido se realiza preferentemente dentro de un intervalo que no altera
las propiedades de una sustancia que tiene la secuencia de aminoacidos original.

Como un anticuerpo que tiene una combinacion preferida de una cadena pesada y una cadena ligera descrito
anteriormente, un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de cadena
pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la
SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera que consiste en una
secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID NO: 13; un anticuerpo
que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de cadena pesada que consiste en una
secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena
ligera que comprende una region variable de cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID NO: 14; un anticuerpo que consiste en una cadena
pesada que comprende una region variable de cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende una region
variable de cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido
21 a 128 de la SEQ ID NO: 15; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region
variable de cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido
20 a 141 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera que consiste
en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID NO: 16; un
anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de cadena pesada que consiste
en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la SEQ ID NO: 9 y una
cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos
que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID NO: 17; un anticuerpo que consiste en una cadena
pesada que comprende una region variable de cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende una regién
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variable de cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido
21 a 128 de la SEQ ID NO: 18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region
variable de cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido
20 a 141 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera que consiste
en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID NO: 19; un
anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de cadena pesada que consiste
en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la SEQ ID NO: 12 y una
cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos
que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID NO: 13; un anticuerpo que consiste en una cadena
pesada que comprende una region variable de cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende una region
variable de cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido
21 a 128 de la SEQ ID NO: 14; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region
variable de cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido
20 a 141 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera que
consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID NO: 15;
y un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de cadena pesada que
consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 de la SEQ ID NO: 12
y una cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 de la SEQ ID NO: 16 pueden indicarse como
ejemplo.

Ademas, como un anticuerpo que tiene una combinacién mas preferida de una cadena pesada y una cadena ligera
descrito anteriormente, un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 471 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que
consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 13;
un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en
los restos de aminoacido 20 a 471 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 14; un anticuerpo que consiste en
una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a
471 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los
restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 15; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que
consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 471 de la SEQ ID NO: 9y
una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a
233 de la SEQ ID NO: 16; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 471 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que
consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 17;
un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en
los restos de aminoacido 20 a 471 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 18; un anticuerpo que consiste en
una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a
471 de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los
restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 19; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que
consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 471 de la SEQ ID NO: 12
y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a
233 de la SEQ ID NO: 13; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 471 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que
consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 14;
un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en
los restos de aminoacido 20 a 471 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 15; y un anticuerpo que consiste
en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20
a 471 dela SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los
restos de aminoacido 21 a 233 de la SEQ ID NO: 16 pueden indicarse como ejemplo.

Ademas, como un anticuerpo que tiene otra combinaciéon mas preferida de una cadena pesada y una cadena ligera
descrito anteriormente, un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 13; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14; un
anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9
y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15; un anticuerpo que
consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y una cadena
ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16; un anticuerpo que consiste en una
cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que
consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada
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que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que consiste en una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 13; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 14; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15; y un
anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12
y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 pueden indicarse como
ejemplo.

Combinando una secuencia que tiene una alta homologia con la secuencia de aminoacidos de cadena pesada
descrita anteriormente con una secuencia que tiene una alta homologia con la secuencia de aminoacidos de cadena
ligera descrita anteriormente, es posible seleccionar un anticuerpo que tenga una actividad citotoxica equivalente a
la de cada uno de los anticuerpos descritos anteriormente. Dicha homologia es generalmente una homologia del 80
% o mas, preferentemente una homologia del 90 % o mas, mas preferentemente una homologia del 95 % o mas, lo
mas preferentemente una homologia del 99 % o mas. Ademas, combinando una secuencia de aminoacidos en la
que uno a varios restos de aminoacido se sustituyen, eliminan o afiaden en la secuencia de aminoacidos de cadena
pesada o cadena ligera, también es posible seleccionar un anticuerpo que tenga una actividad citotdxica equivalente
a la de cada uno de los anticuerpos descritos anteriormente.

La homologia entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse usando parametros por defecto del
algoritmo Blast, version 2.2.2 (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng
Zhang, Webb Miller y David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs", Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). El algoritmo Blast también puede usarse a través de
Internet accediendo al sitio www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.

En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada representada por la SEQ ID NO: 9, 10, 11 0 12 en el listado de
secuencias, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 1 a 19 es una secuencia sefial,
una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 20 a 141 es una regién variable, y una
secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 142 a 471 es una region constante. La
secuencia de la SEQ ID NO: 9, 10, 11 y 12 se muestran en las figuras 3, 4, 5 y 6, respectivamente.

Ademas, en la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera representada por la SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, 17, 18
o0 19 en el listado de secuencias, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 1 a 20 es
una secuencia sefal, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 21 a 128 es una
region variable, y una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 129 a 233 es una region
constante. La secuencia de la SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 se muestran en las figuras 7, 8, 9, 10, 11, 12y
13, respectivamente.

Ademas, el anticuerpo de la invencion incluye un anticuerpo humano que se une al mismo epitopo que el anticuerpo
M30. Un anticuerpo humano anti-B7-H3 se refiere a un anticuerpo humano que tiene solamente una secuencia de un
anticuerpo derivado de un cromosoma humano. El anticuerpo humano anti-B7-H3 puede obtenerse mediante un
procedimiento que usa un raton productor de anticuerpos humanos que tiene un fragmento de cromosoma humano
que comprende genes de cadena pesada y ligera de un anticuerpo humano (véase Tomizuka, K. y col., Nature
Genetics (1997) 16, pags. 133-143; Kuroiwa, Y. y col., Nucl. Acids Res. (1998) 26, pags. 3447-3448; Yoshida, H. y
col., Animal Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, pags. 69-73 (Kitagawa, Y., Matuda, T. e lijima, S.
eds.), Kluwer Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (2000) 97, pags. 722-
727, etc.).

Dicho ratén productor de anticuerpos humanos puede crearse especificamente de la siguiente manera. Un animal
genéticamente modificado en el que se han alterado loci génicos de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina
enddgena, y en su lugar, se han introducido loci génicos de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana a
través de un vector cromosoémico artificial de levadura (YAC) o similar se crea produciendo un animal
genomanipulado y un animal transgénico y haciendo aparearse a estos animales.

Ademas, de acuerdo con una técnica de ADN recombinante, usando ADNc que codifican cada una de dichas
cadena pesada y cadena ligera de un anticuerpo humano, y preferentemente un vector que comprende dichos
ADNc, se transforman células eucariotas, y se cultiva una célula transformante que produce un anticuerpo
monoclonal humano recombinante, por lo que el anticuerpo también puede obtenerse del sobrenadante del cultivo.

En este caso, como hospedador, por ejemplo, pueden usarse células eucariotas, preferentemente células de
mamifero tales como células CHO, linfocitos o células de mieloma.

Ademas, También se conoce un procedimiento para obtener un anticuerpo humano derivado de presentacion en
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fagos seleccionado de una biblioteca de anticuerpos humanos (véase Wormstone, I. M. y col., Investigative
Ophthalmology & Visual Science. (2002) 43 (7), pags. 2301-2308; Carmen, S. y col., Briefings in Functional
Genomics and Proteomics (2002), 1 (2), pags. 189-203; Siriwardena, D. y col., Ophthalmology (2002) 109 (3), pags.
427-431, etc.).

Por ejemplo, puede usarse un procedimiento de presentacion en fagos en el que una region variable de un
anticuerpo humano se expresa en la superficie de un fago como un anticuerpo monocatenario (scFv), y se
selecciona un fago que se une a un antigeno (Nature Biotechnology (2005), 23, (9), pags. 1105-1116).

Analizando el gen del fago seleccionado basandose en la unién a un antigeno, puede determinarse una secuencia
de ADN que codifica la region variable de un anticuerpo humano que se une a un antigeno.

Si se determina la secuencia de ADN de scFv que se une a un antigeno, puede obtenerse un anticuerpo humano
preparando un vector de expresidon que comprende la secuencia e introduciendo el vector en un hospedador
apropiado para expresarlo (WO 92/01047, el documento WO 92/20791, el documento WO 93/06213, el documento
WO 93/11236, el documento WO 93/19172, el documento WO 95/01438, el documento WO 95/15388, Annu. Rev.
Immunol. (1994) 12, pags. 433-455, Nature Biotechnology (2005) 23 (9), pags. 1105-1116).

Si un anticuerpo humano recién producido se une a un péptido parcial o a una estructura terciaria parcial a la que se
une el anticuerpo M30, puede determinarse que el anticuerpo humano se une al mismo epitopo que el anticuerpo
M30. Ademas, confirmando que el anticuerpo humano compite con el anticuerpo M30 por la unién a B7-H3 (es decir,
el anticuerpo humano inhibe la unién entre el anticuerpo M30 y B7-H3), puede determinarse que el anticuerpo
humano se une al mismo epitopo que el anticuerpo M30 incluso si no se ha determinado la secuencia o estructura
especifica del epitopo. Cuando se confirma que el anticuerpo humano se une al mismo epitopo que el anticuerpo
M30, se espera fuertemente que el anticuerpo humano tenga una actividad citotdxica equivalente a la del anticuerpo
M30.

Los anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos obtenidos mediante el procedimiento
descrito anteriormente se evallan para determinar su propiedad de unién a un antigeno mediante un procedimiento
conocido o similares, y puede seleccionarse un anticuerpo preferido.

Como ejemplo de otro indice para su uso en la comparacion de las propiedades de los anticuerpos, puede indicarse
como ejemplo la estabilidad de los anticuerpos. El calorimetro diferencial de barrido (DSC) es un dispositivo capaz
de medir de forma rapida y precisa una temperatura de punto medio de desnaturalizacion térmica (Tm) que se usara
como un indice favorable de la estabilidad conformacional relativa de las proteinas. Midiendo los valores de Tm
usando un DSC y comparando los valores, puede compararse una diferencia en la estabilidad térmica. Se sabe que
la estabilidad en almacenamiento de los anticuerpos muestra cierta correlacién con la estabilidad térmica de los
mismos (Lori Burton, et. al., Pharmaceutical Development and Technology (2007) 12, pags. 265-273), y puede
seleccionarse un anticuerpo preferido usando la estabilidad térmica como indice. Los ejemplos de otros indices para
seleccionar anticuerpos incluyen las siguientes caracteristicas: el rendimiento en una célula hospedadora apropiada
es alto; y la agregabilidad en una solucién acuosa es baja. Por ejemplo, un anticuerpo que muestra el rendimiento
mas alto no siempre muestra la estabilidad térmica mas alta y, por lo tanto, es necesario seleccionar el anticuerpo
mas adecuado para la administracion a seres humanos realizando una evaluacién exhaustiva basada en los indices
descritos anteriormente.

En la invencion, también se incluye una variante modificada del anticuerpo. La variante modificada se refiere a una
variante obtenida sometiendo al anticuerpo de la invencién a una modificacion quimica o bioldgica. Los ejemplos de
la variante quimicamente modificada incluyen variantes quimicamente modificadas enlazando un resto quimico a
una cadena principal de aminoacido, variantes quimicamente modificadas con una cadena de carbohidrato enlazada
a N o enlazada a O, etc. Los ejemplos de la variante biolégicamente modificada incluyen variantes obtenidas por
modificacion después de la traduccion (como glucosilacion enlazada a N o enlazada a O, procesamiento N- o C-
terminal, desamidacion, isomerizacion de acido aspartico u oxidacion de metionina), y variantes en las que se ha
afiadido un resto de metionina al extremo N al expresarse en una célula hospedadora procariota.

Ademas, un anticuerpo etiquetado para permitir la deteccion o el aislamiento del anticuerpo o un antigeno de la
invencion, por ejemplo, un anticuerpo etiquetado con una enzima, un anticuerpo etiquetado con fluorescencia y un
anticuerpo etiquetado por afinidad también estan incluidos en el significado de la variante modificada. Dicha variante
modificada del anticuerpo de la invencion es util para mejorar la estabilidad y la retenciéon sanguinea del anticuerpo
original de la invencién, reduciendo la antigenicidad del mismo, detectando o aislando dicho anticuerpo o un
antigeno, y asi sucesivamente.

Ademas, regulando la modificacion de un glicano que esta enlazado al anticuerpo de la invencion (glucosilacion,
desfucosilacion, etc.), es posible potenciar una actividad de citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo. Como la
técnica para regular la modificacion de un glicano de anticuerpos, se conocen los documentos WO 99/54342, WO
00/61739, WO 02/31140, etc. Sin embargo, la técnica no esta limitada a estas. En el anticuerpo de la invencion,
también esta incluido un anticuerpo en el que la modificacidon de un glicano esta regulada.

En el caso en el que se produce un anticuerpo aislando en primer lugar un gen de anticuerpo e introduciendo, a
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continuacion, el gen en un hospedador apropiado, puede usarse una combinacién de un hospedador apropiado y un
vector de expresion apropiado. Los ejemplos especificos del gen de anticuerpo incluyen una combinacion de un gen
que codifica una secuencia de cadena pesada de un anticuerpo descrito en la presente memoria descriptiva y un
gen que codifica una secuencia de cadena ligera del mismo. Cuando se transforma una célula hospedadora, es
posible insertar el gen de la secuencia de cadena pesada y el gen de la secuencia de cadena ligera en el mismo
vector de expresion, y también en diferentes vectores de expresion por separado.

En el caso en el que se usan células eucariotas como hospedador, pueden usarse células animales, células
vegetales y microorganismos eucariotas. Como las células animales, pueden indicarse como ejemplo células de
mamifero, por ejemplo, células COS de simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pags. 175-182, ATCC CRL-1650),
fibroblastos murinos NIH3T3 (ATCC n.° CRL-1658), y cepas deficientes en dihidrofolato reductasa (Urlaub, G. y
Chasin, LA, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1980) 77, pags. 4126-4220) de células de ovario de hamster chino
(células CHO; ATCC: CCL-61).

En el caso en el que se usan células procariotas, por ejemplo, pueden indicarse como ejemplo Escherichia coli y
Bacillus subtilis.

Introduciendo un gen de anticuerpo deseado en estas células mediante transformacion, y cultivando las células
transformadas de este modo in vitro, puede obtenerse el anticuerpo. En el procedimiento de cultivo descrito
anteriormente, el rendimiento puede, algunas veces, variar dependiendo de la secuencia del anticuerpo y, por lo
tanto, es posible seleccionar un anticuerpo que se produzca facilmente como un producto farmacéutico usando el
rendimiento como indice entre los anticuerpos que tienen una actividad de unién equivalente. Por lo tanto, en el
anticuerpo de la invencién, un anticuerpo obtenido mediante un procedimiento de produccién de un anticuerpo,
caracterizado por incluir una etapa de cultivar la célula hospedadora transformada y una etapa de recoger un
anticuerpo deseado a partir de un producto cultivado obtenido en la etapa de cultivo también esta incluido.

Se sabe que se elimina un resto de lisina en el extremo carboxilo de la cadena pesada de un anticuerpo producido
en una célula de mamifero cultivada (Journal of Chromatography A, 705: 129-134 (1995)), y también se sabe que se
eliminan dos restos de aminoacido (glicina y lisina) en el extremo carboxilo de la cadena pesada de un anticuerpo
producido en una célula de mamifero cultivada y se amida un resto de prolina recién localizado en el extremo
carboxilo (Analytical Biochemistry, 360: 75-83 (2007)). Sin embargo, dicha eliminacién y modificacién de la
secuencia de cadena pesada no afecta la afinidad de unién al antigeno y la funcion efectora (la activacion de un
complemento, la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo, etc.) del anticuerpo. Por lo tanto, en la invencion,
también se incluye un anticuerpo sometido a dicha modificacion, y una variante de eliminacion en la que se han
eliminado uno o dos aminoacidos en el extremo carboxilo de la cadena pesada, una variante obtenida por la
amidacion de la variante de eliminacion (por ejemplo, una cadena pesada en la que se ha amidado el resto de
prolina carboxilo terminal) y similares pueden indicarse como ejemplo. El tipo de variante de eliminacion que tiene
una eliminacioén en el extremo carboxilo de la cadena pesada del anticuerpo de acuerdo con la invencién no se limita
a las variantes anteriores siempre que se conserven la afinidad de unién al antigeno y la funcién efectora. Las dos
cadenas pesadas que constituyen el anticuerpo de acuerdo con la invencion pueden ser de un tipo seleccionado
entre el grupo que consiste en una cadena pesada de longitud completa y la variante de eliminacion descrita
anteriormente, o pueden ser de dos tipos en combinacion seleccionados a partir del mismo. La relacion de la
cantidad de cada variante de eliminacién puede verse afectada por el tipo de células de mamifero cultivadas que
producen el anticuerpo de acuerdo con la invencion y las condiciones de cultivo, sin embargo, un caso en el que un
resto de aminoacido en el extremo carboxilo se ha eliminado en ambos de las dos cadenas pesadas contenidas
como componentes principales en el anticuerpo de acuerdo con la invencion puede indicarse como ejemplo.

Puede indicarse como ejemplo un is6topo del anticuerpo de la invencion, por ejemplo, I1gG (IgG1, I1gG2, IgG3, 1gG4),
y, preferentemente, puede indicarse como ejemplo IgG1 o IgG2.

Como la funcién del anticuerpo, generalmente una actividad de unién a antigeno, una actividad de neutralizacion de
la actividad de un antigeno, una actividad de potenciacion de la actividad de un antigeno, una actividad de
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) y una actividad de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) pueden indicarse como ejemplo. la funcién del anticuerpo de la invencion es una actividad de
union a B7-H3, preferentemente una actividad de fagocitosis mediada por células dependiente del anticuerpo
(ADCP), mas preferentemente una actividad citotoxica (actividad antitumoral) frente a célula tumoral mediada por
una actividad ADCP. Ademas, el anticuerpo de la invencion puede tener una actividad ADCC y/o una actividad CDC
ademas de una actividad ADCP.

El anticuerpo obtenido puede purificarse hasta homogeneidad. La separacion y purificacion del anticuerpo pueden
realizarse empleando un procedimiento convencional de separacion y purificacién de proteinas. Por ejemplo, el
anticuerpo puede separarse y purificarse seleccionando y combinando adecuadamente cromatografia en columna,
filtracion en filtro, ultrafiltracion, precipitacion con sales, didlisis, electroforesis en gel de poliacrilamida preparativa,
electroforesis de enfoque isoeléctrico y similares (Strategies for Protein Purification and Characterization: A
Laboratory Course Manual, Daniel R. Marshak y col., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1996); Antibodies:
A Laboratory Manual. Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)), pero el procedimiento no esta
limitado a estos.
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Los ejemplos de dicha cromatografia incluyen cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia hidréfoba, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de fase inversa y cromatografia de
adsorcion.

Dicha cromatografia puede realizarse empleando cromatografia liquida tal como HPLC o FPLC.

Como columna para usar en cromatografia de afinidad, pueden indicarse como ejemplo una columna de Proteina A
y una columna de Proteina G. Por ejemplo, como una columna que usa una columna de Proteina A, pueden
indicarse como ejemplo Hyper D, POROS, Sepharose FF (Pharmacia) y similares.

Ademas, usando un vehiculo que tiene un antigeno inmovilizado sobre él, el anticuerpo también puede purificarse
usando la propiedad de unién del anticuerpo al antigeno.

[Compuesto antitumoral]

Se explica el compuesto antitumoral que se conjugara con el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente
invencion. El compuesto antitumoral no esta particularmente limitado si el mismo es un compuesto que tiene un
efecto antitumoral y un grupo sustituyente o una estructura parcial que permite conectar con una estructura de
enlazador. Cuando una parte o la totalidad de un enlazador se escinde en células tumorales, el resto de compuesto
antitumoral se libera para mostrar el efecto antitumoral del compuesto antitumoral. Cuando el enlazador se escinde
en una posicion de conexioén a farmaco, el compuesto antitumoral se libera en su estructura intrinseca para mostrar
su efecto antitumoral intrinseco.

Los ejemplos del compuesto antitumoral pueden incluir doxorrubicina, daunorrubicina, mitomicina C, bleomicina,
ciclocitidina, vincristina, vinblastina, metotrexato, agente antitumoral a base de platino (cisplatino o derivados del
mismo), taxol o derivados del mismo, y camptotecina o derivados de la misma (agente antitumoral descrito en la
patente japonesa abierta a inspeccién publica n.° 6-87746). En el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente
invencion, puede usarse preferentemente exatecan como un derivado de camptotecina (((1S,9S)-1-amino-9-etil-5-
fluoro-2,3-dihidro-9-hidroxi-4-metil-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolina-10,13(9H,15H)-diona;
mostrada en la siguiente formula).

[Férmula 43]

Pese a tener un efecto antitumoral excelente, exatecan no se ha comercializado como un farmaco antitumoral. El
compuesto puede obtenerse facilmente mediante un procedimiento conocido y el grupo amino en la posicion 1
puede usarse preferentemente como una posicion de conexion a la estructura de enlazador. Ademas, aunque
exatecan también puede liberarse en células tumorales mientras parte del enlazador sigue estando unida al mismo,
este es un compuesto excelente que muestra un efecto antitumoral excelente incluso en tal caso.

Con respecto al conjugado de anticuerpo - farmaco, el numero de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de
anticuerpo es un factor clave que tiene influencia sobre la eficacia y la seguridad. La produccion del conjugado de
anticuerpo - farmaco se realiza definiendo la condicion de reaccioén incluyendo las cantidades de uso de materiales
de partida y reactivos para la reaccién con el fin de tener un nimero constante de moléculas de farmaco conjugadas,
una mezcla que contiene diferentes nimeros de moléculas de farmaco conjugadas se obtiene generalmente a
diferencia de la reacciéon quimica de un compuesto de bajo peso molecular. El nimero de farmacos conjugados en
una molécula de anticuerpo se expresa o especifica mediante el valor promedio, es decir, el nimero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas. A menos que especificamente se describa lo contrario como un principio, el
numero de moléculas de farmaco conjugadas significa un valor promedio excepto en un caso en el que este
representa un conjugado de anticuerpo - farmaco que tiene un numero especifico de moléculas de farmaco
conjugadas que se incluye en una mezcla de conjugado de anticuerpo - farmaco que tiene un diferente nimero de
moléculas de farmaco conjugadas. El nimero de moléculas de exatecan conjugadas con una molécula de
anticuerpo es controlable y, como un numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas por anticuerpo, pueden
unirse aproximadamente de 1 a 10 exatecanos. Preferentemente, este es de 2 a 8 y, mas preferentemente, de 3 a 8.
Mientras tanto, un experto en la materia puede disefiar una reacciéon para conjugar un numero requerido de
moléculas de farmaco con una molécula de anticuerpo basandose en la descripcién de los ejemplos de la presente
solicitud y puede obtener un anticuerpo conjugado con un numero controlado de moléculas de exatecan.
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Debido a que exatecan tiene una estructura de camptotecina, se sabe que el equilibrio se desplaza a una estructura
con un anillo de lactona cerrado (anillo cerrado) en un medio acido acuoso (por ejemplo, pH 3 o asi) pero este se
desplaza a una estructura con un anillo de lactona abierto (anillo abierto) en un medio basico acuoso (por ejemplo,
pH 10 o asi). También se espera que un conjugado de farmaco que se introduce con un residuo de exatecan que se
corresponde con la estructura de anillo cerrado y la estructura de anillo abierto tenga el mismo efecto antitumoral, y
no resulta necesario indicar que cualquiera de los mismos esta dentro del ambito de la presente invencion.

[Estructura de enlazador]

Con respecto al conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion, se explica la estructura de enlazador
para conjugar un farmaco antitumoral con el anticuerpo. El enlazador tiene una estructura de la siguiente estructura:

L2 LP-NH-(CHo)n"-L2-L L.

El anticuerpo esta conectado al extremo terminal de L' (extremo terminal opuesto a la conexién a L?), y el farmaco
antitumoral esta conectado al extremo terminal de L® (extremo terminal opuesto a la conexion a Lb).

n' representa un numero entero de 0 a 6 y es preferentemente un numero entero de 1 a 5y, mas preferentemente,
de 1a3.

1.1
L" es un resto en el enlazador representado por la siguiente estructura:

-(Succinimid-3-il-N)-(CH?)n*C(=0)-,
-CHy-C(=0)-NH-(CH2)n*-C(=0)-,
-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)-, o
-C(=0)-(CH2)n*-C(=0)-

En lo anterior, n? es un nimero entero de 2 a 8, n® es un nimero entero de 1 a 8,y n* es un nimero entero de 1 a 8.

En el enlazador que tiene una estructura representada por -(Succinimid-3-il-N)-(CHz)n?-C(=0)- de L', "-(Succinimid-
3-il-N)-" tiene una estructura representada por la siguiente férmula:

[Férmula 44]
O
N—

o]

La posicion 3 de la estructura parcial anterior es una posicién de conexion al anticuerpo. El enlace al anticuerpo en la
posicion 3 esta caracterizado por unirse con formacion de tioéter. Por otra parte, el atomo de nitrdgeno en la posicion
1 del resto de estructura esta conectado al atomo de carbono de metileno que esta presente dentro del enlazador
que incluye la estructura. Especificamente, -(Succinimid-3-il-N)-(CH,)n?-C(=0)-L* es una estructura representada
por la siguiente formula (en el presente documento, "anticuerpo-S-" se origina a partir de un anticuerpo).

[Férmula 45]

0
Anticuerpo —S

N~ (CHo)n2-C(=0)-L2-
0

En la férmula, n? es un nimero entero de 2 a 8 y, preferentemente, de 2 a 5.

En el enlazador que tiene una estructura representada por - CH,-C(=0)-NH-(CH2)n>-C(=0)- de L, n® es un numero
entero de 1 a 8, preferentemente de 2 a 6. Este enlazador esta conectado al anticuerpo en su atomo de carbono del
metileno terminal y tiene la siguiente estructura para conectarse mediante formacién de tioéter, al igual que con el
enlazador anterior (en el presente documento, "anticuerpo-S-" se origina a partir de un anticuerpo). Anticuerpo-S-
CH,-C(=0)-NH-(CH2)n*-C(=0)-L?-.

En el enlazador que tiene una estructura representada por - C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHa~(N-li-3-diminiccuS)- de L", "-(N-
li-3-diminiccuS)-" tiene una estructura representada por la siguiente formula:

[Férmula 46]
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—N

)

En este resto de estructura, el atomo de nitrégeno en la posicion 1 esta conectado al atomo de carbono de metileno
presente en la estructura de enlazador que contiene esta estructura. EI atomo de carbono en la posicion 3 esta
conectado al 4tomo de azufre terminal de -S-(CH2)n®-C(=0)- de L? en el enlazador. Este resto -S-(CH2)n®-C(=0)- de
L2 en el enlazador forma una estructura de enlazador combinada solo con -C(=O)-cic.Hex(1,4)-CHa-(N-li-3-
diminiccuS)- de L' en el enlazador. En lo anterior, "-cic.Hex(1,4)-" contenido en el enlazador representa un grupo
1,4-ciclohexileno. En el enlazador, -C(=0O)-cic.Hex(1,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)- esta conectado al anticuerpo con
formacion de enlace de amida en su carbono de carbonilo terminal (en el presente documento, "anticuerpo-NH-" se
origina a partir de un anticuerpo).

[Férmula 47]

0
Anticuerpo —nH S-(CHy)ns -C(=0)-LP-
),——<:>- CHz—N
0
O

el grupo amino del anticuerpo para esta formacion de enlace de amida es el grupo amino terminal de una cadena
lateral de un residuo de lisina en el anticuerpo o un grupo amino en el N terminal del anticuerpo. Dicho enlazador de
una estructura puede conectarse formando un enlace de éster con el grupo hidroxi de un aminoacido en el
anticuerpo que no sea tal enlace de amida.

El resto de estructura "-cic.Hex(1,4)-" contenido en dicho enlazador puede ser un grupo alquileno ciclico saturado
divalente que no sea el grupo 1,4-ciclohexileno, es decir, un grupo hidrocarburo saturado ciclico divalente tal como
un grupo ciclobutileno, un grupo ciclopentileno, un grupo cicloheptaleno o un grupo ciclooctaleno, un grupo
hidrocarburo aromatico divalente tal como un grupo fenileno o un grupo naftileno, o un grupo heterociclico divalente
aromatico, parcialmente saturado o saturado de 5 o 6 miembros que contiene 1 o 2 heteroatomos. Como alternativa,
este resto puede ser un grupo alquileno divalente que tiene de 1 a 4 atomos de carbono. La conexion al grupo
divalente puede tener lugar en posiciones adyacentes o en posiciones distantes.

En el enlazador que tiene una estructura representada por - C(=0)-(CH2)n*-C(=0)- como L', n* es un ntimero entero
de 1 a 8 y, preferentemente, de 2 a 6. Este enlazador también esta conectado mediante formacion de enlace de
amida en su grupo carbonilo terminal con un grupo amino del anticuerpo, al igual que con los enlazadores
mencionados anteriormente (véase la siguiente formula; en la estructura de la misma, "anticuerpo-NH-" se origina a
partir de un anticuerpo).

anticuerpo-NH-C(=0)-(CHy)n*-C(=0)-L>-.
Ejemplos especificos de L" en el enlazador pueden incluir

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH,-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH>CH>-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH»-C(=0)-
-CH,C(=0O)NH-CH,-C(=0)-,
-CH2C(=0)NH-CH2CH-C(=0)-
-CH2C(=0O)NH-CH,CH2CH»-C(=0)-
-CH,C(=0O)NH-CH,CH2CH,CH2-C(=0)-
-CH,C(=0O)NH-CH,CH2CH,CH,CH,-C(=0)-

-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHaz-(N-li-3-diminiccuS)-
-C(=0)-aril-CHa-(N-li-3-diminiccuS)-
-C(=0)-cic.Het-CHaz-(N-li-3-diminiccuS)-
-C(=0)-CH2CH2-C(=0)-
-C(=0)-CH2CH2CH,-C(=0)-

-C (=0)-CH2CH2CH2CH2-C(=0)-
-C(=0)-CH2CH2CH2CH,CH,-C(=0)-
-C(=O)-CH2CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-.

(Arilo representa un grupo hidrocarburo aromatico divalente, y cic.Het representa un grupo ciclico heterociclico
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divalente).
2.1°
L2 es un enlazador representado por la siguiente estructura:

-NH-(CH2CH,0)n’-CH2-CH2-C(=0)-, 0
-S-(CH2)n®-C(=0)-,

L2 puede no estar Eresente, y en un caso de este tipo, L2 es un enlace sencillo. En lo anterior, n® es un numero
enterode 1 a6, yn” es un numero entero de 1 a 6.

En el enlazador que tiene una estructura de -NH-(CH2CH;0)n>-CH,-CH,-C(=0)- como L2, n® es un niimero entero de
1 a6y, preferentemente, de 2 a 4. Este resto en el enlazador esta conectado a L' en su grupo amino terminal y esta
conectado a L” en su grupo carbonilo en el otro extremo terminal.

En el enlazador que tiene una estructura de -S-(CH,)n®-C(=0)- como L2 n° es un nimero entero de 1 a 6 v,
preferentemente, de 2 a 4.

Ejemplos especificos de L2 pueden incluir

-NH-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-,

-NH-CH2CHzo-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-,
-NH-CH2CH;0-CH,;CH,0-CH2CH,0-CH,CH»-C(=0)-,
-NH-CH,CH,0-CH,CH,0-CH2CH,0-CH;CH,0-CH2CH,-C(=0)-,
-NH-CH>CH;0-CH,CH,0-CH,CH,0-CH,CH,0-CH>CH,0-CH,CH,-C(=0)-,
-NH-CH,CH,0-CH,CH»0-CH,CH,0-CH,CH>0-CH>CH;0-CH,CH,0O-CH2CH,-C(=0)-.

Cuando L? es -S-(CH2)n>-C(=0)-, L' que se va a combinar con el mismo es -C(=O)-cic.Hex(1,4)-CHa-(N-li-3-
diminiccuS)-. Ejemplos especificos de L'z pueden incluir

-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHa-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH,-C(=0)-

-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH,CH,-C(=0)-

-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH,CH,CH,-C(=0)-

-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH,CH,CH,CH,-C(=0)-

-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH>CH,CH,CH,CH,-C(=0)-

-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH>CH,CH,CH,CH,CH,-C(=0)-.
3. L7

El enlazador L” es un residuo de tetrapéptido de GGFG, que representa un residuo de péptido de -Gly-Gly-Phe-Gly-.
El enlazador L esta conectado a L? en su N terminal y esta conectado al grupo amino del resto de -NH-(CHz)n'-L?-
L°-L° del enlazador en su C terminal.

En la estructura representada por -NH-(CHz)n1- dentro del enlazador, n' es un nimero entero de 0 a 6 y es
preferentemente un numero entero de 1 a 5 y, mas preferentemente, de 1 a 3. el grupo amino de este resto esta
conectado al C terminal de L” en el enlazador.

4.1°
El enlazador L® esta representado por -O- o es un enlace sencillo.
5.L°

El enlazador L° es -CRZ(-RS)- o es un enlace sencillo. En lo anterior, R? y R® representan cada uno
independientemente un atomo de hidrégeno.

Ejemplos especificos preferidos de la estructura representada por -NH-(CHz)I’I1-La-Lb- como el enlazador pueden
incluir

-NH-CHa-

-NH-CH,CHa-
-NH-CH>-O-CH-
-NH-CH2CH»-O-
-NH-CH2CH»-O-CH,-
-NH-CH2CH,CH,-
-NH-CH2CH>CH,CH-
-NH-CH>CH>CH,>CH;CHa-.

Ejemplos preferidos adicionales de la misma pueden incluir
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-NH-(CH_2)3-,
-NH-CHz-O-CHz-, y
-NH-(CHz)2-O-CH;-.

6.L°
El enlazador L° es -C(=0)-. Dicho enlazador esta conectado al compuesto antitumoral.

En el enlazador, la longitud de cadena de -NH-(CH; n'-L%-L°-L¢ es preferentemente una longitud de cadenade 4 a 7
atomos y, mas preferentemente, una longitud de cadena de 5 o 6 atomos.

Con respecto al conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion, cuando este se transfiere al interior de
células tumorales el resto de enlazador se escinde y el derivado de farmaco que tiene una estructura representada
por NHz-(CH2)n"-L?-L°-L°-(NH-DX) se libera para expresar una accion antitumoral. Los ejemplos del derivado
antitumoral que muestra un efecto antitumoral liberandose del conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente
invencion |ncluyen un derivado antitumoral que tiene un resto de estructura en el que la estructura representada por -
NH- (CHz)I’I -L®L"- del enlazador se une con L° y tiene un grupo amino terminal, y los particularmente preferidos
incluyen los siguientes.

NH2-CH2CH»-C(=0)-(NH-DX)

NH,-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

NH3-CH2-O-CH-C(=0)-(NH-DX)

NH;-CHCH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)

Mientras tanto, en el caso de NH,-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX), se confirmé que, debido a que la estructura de
aminal en la molécula es inestable, esta experimenta de nuevo una autodegradacion para liberar lo siguiente

HO-CH,-C(=0)-(NH-DX). Esos compuestos también pueden usarse preferentemente como un intermedio de
produccién del conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion.

Para el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion en el que exatecan se usa como un farmaco, es
preferlble que el resto de estructura de farmaco - enlazador que tiene la siguiente estructura [-L -L%-LP-NH- (CHz)I’I -
L2-LP-L® -(NH-DX)] esté conectado a un anticuerpo. EI numero conjugado promedio del resto de estructura de
farmaco - enlazador por anticuerpo puede ser de 1 a 10. Preferentemente, este es de 2 a 8 y, mas preferentemente,
de 3a8.

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH>CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH,>CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH>CH;CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;-O-CH»-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH>CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,;CH»0-CH2CH,0-CH,CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-
DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH.-C(=0)-NH-CH,CH,0-CH2CH,0-CH;CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2-C(=0)-(NH-DX)
(SUCCInImId -3-i ) CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHzo-CH2CHzo-CH2CH20-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

(Succinimld -3-il- N) CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHzo-CH2CHzo-CH2CH20-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

-CH,-C(=0)-NH-CH;CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-C(=0)-CH2CH2CH;CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH2-C(=0)-(NH-DX)
-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

N
N
il-N
il-N
O

Entre ellos, los mas preferidos son los siguientes.

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,;CH»0-CH,CH,0-CH;CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-
DX)

(Succinimid -3-il- N) CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHzo-CH2CHzo-CH2CH20-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

-CH,-C(=0)-NH-CH;CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-C(=0)-CH2CH2CH;CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>CH2-C(=0)-(NH-DX)
-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CH2-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,CH»-C(=0)-(NH-DX).

Los particularmente preferidos son los siguientes.
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-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,;CH»0-CH2CH,0-CH,CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-
DX).

Con respecto a la estructura de enlazador para conjugar el anticuerpo y un farmaco en el conjugado de anticuerpo -
farmaco de la presente solicitud, el enlazador preferido puede construirse conectando estructuras preferidas
mostradas para cada parte del enlazador anteriormente explicado. Con respecto a la estructura de enlazador,
pueden usarse preferentemente los que tienen la siguiente estructura. Mientras tanto, el extremo terminal izquierdo
de la estructura es una posicién de conexion con el anticuerpo y el extremo terminal derecho es una posicion de
conexion con el farmaco.

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-C(=0)-

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH2-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH;CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH>-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH>CH,-C(=0)-

(SUCCInImId -3-il- N) CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH»-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH»>-O-CH»-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH2CH>0-CH>CH20-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH>-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH>CH»-C(=0)-NH-CH2CH>0-CH>CH,0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>-C(=0)-
(SUCCInImId -3-il- N) CHzCHz-C( O) -NH- CHzCHzO CHzCHzO CHzCHzO CHzCHzO CHzCHz-C( O) -GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-

-(Succinimld -3-il- N) CHzCHz-C( O) -NH- CHzCHzO CHzCHzO CHzCHzO CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,-C(=0)- -CH2-C(=0)-NH-CH,CH-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,CH>-C(=0)-
-C(=0)-CH2CH2CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)- -C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHaz-(N-li-3-
diminiccuS)-S-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH2-C(=0)-

Entre ellos, los mas preferidos son los siguientes.

-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N
-(Succinimid-3-il-N

-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-
-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CHzCHzCHz-C(=O)-
-CH,CH2CH2>CH,CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH»-O-CH,-C(=0)-
-CH,CH2CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-O-CH»-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH;CH,0-CH2CH>0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH>CH,-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,CH,0-CH,CH,0-CH,CH>0-CH2CH,0-CH,CH>-C(=0)-GGFG-NH-
CH2CH3CH2-C(=0)- -CH2-C(=0)-NH-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,;CH>CH,-C(=0)-
-C(=0)-CH2CH2CH,CH2CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,;CH>CH>-C(=0)- -C(=0)-cic.Hex(1,4)-CH2-(N-Ii-3-
diminiccuS)-S-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH,-C(=0)-.

T e e e

Los particularmente preferidos incluyen los siguientes.
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH>-O-CH,-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH»-O-CH,-C(=0)-
-(Succinimid-3-il-N)-CH>CH»-C(=0)-NH-CH2CH>0-CH>CH,0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-.
[Procedimiento de produccién]

A continuacion, se dan explicaciones para el procedimiento representativo para producir el conjugado de anticuerpo -
farmaco de la presente invenciéon o un intermedio de produccién del mismo. Mientras tanto, los compuestos se
describen en lo sucesivo en el presente documento con el nimero de compuestos mostrado en cada férmula de
reaccion. Especificamente, se hace referencia a los mismos como "compuesto de la formula (1)", un "compuesto
(1)", o similares. Los compuestos con nimeros que no sean esos también se describen de forma similar.

1. Procedimiento de produccion 1

El conjugado de anticuerpo - farmaco representado por la férmula (1) en el que el anticuerpo se une a la estructura
de enlazador por medio de tioéter puede producirse mediante el siguiente procedimiento, por ejemplo.

[Férmula 48]
AB

2 P 1 a b ¢ 3a 1. 2 P 1 a b ¢
L-L-L-NH(CH)n -L-L-L-(NH-DX) —> AB-L-L-L -NH—(CHZ)n -L-L -L -(NH-DX)

2 1
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[En la formula, AB representa un anticuerpo con un grupo sulfhidrilo, y L" representa una estructura de enlazador de
L"enla que el extremo terminal de enlazador es un grupo maleimidilo (formula mostrada posteriormente)

[Férmula 49]

(en la férmula, el atomo de nitrégeno es la posicion de conexion)

o el extremo termlnal es halogeno y representa un grupo en el que el resto de -(Succinimid- 3 il- N) en -(Succinimid-
3-il-N)-(CH,)n?-C(=0)- de L' es un grupo malelmldllo O un grupo halégeno-CH,C(=0)NH-(CH?)n*-C(=0)- en el que el
metileno terminal en -CH2C(=0)NH-(CH2)n*-C(=0)- de L' se halogena para formar haloacetamida. Ademas, el -(NH-
DX) representa una estructura representada por la siguiente formula:

[Férmula 50]

&)

’

y este representa un grupo que se obtiene retirando un atomo de hidrégeno del grupo amino en la posicion 1 de
exatecan.

Ademas, el compuesto de la férmula (1) en la formula de reaccién anterior se describe como una estructura en la
que un resto de estructura desde el farmaco hasta el extremo terminal de enlazador conecta con un anticuerpo. Sin
embargo, la descripcion solo se da por razones de conveniencia, y en realidad hay muchos casos en los que una
pluralidad de los restos de estructura estan conectados a una molécula de anticuerpo. Esto mismo es de aplicacion a
la explicacion del procedimiento de produccién descrito posteriormente.]

Especificamente, el conjugado de anticuerpo - farmaco (1) puede producirse haciendo reaccionar el compuesto (2),
que puede obtenerse mediante el procedimiento descrito posteriormente, con el anticuerpo (3a) que tiene un grupo
sulfhidrilo.

El anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo puede obtenerse mediante un procedimiento bien conocido en la
técnica (Hermanson, G. T, Bioconjugate Techniques, pags. 56-136, pags. 456-493, Academic Press (1996)). Los
ejemplos incluyen: reactivo de Traut se hace reaccionar con el grupo amino del anticuerpo; S-acetiltioalcanoatos de
N-succinimidilo se hacen reaccionar con el grupo amino del anticuerpo seguido de reaccién con hidroxilamina;
después de hacerse reaccionar con 3-(piridilditio)propionato de N-succinimidilo, el anticuerpo se hace reaccionar con
un agente reductor; el anticuerpo se hace reaccionar con un agente reductor tal como ditiotreitol, 2-mercaptoetanol y
clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) para reducir el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el
anticuerpo para formar un grupo sulfhidrilo, aunque sin limitarse al mismo.

Especificamente, usando de 0,3 a 3 equivalentes molares de TCEP como un agente reductor por disulfuro en una
parte de bisagra en el anticuerpo y haciéndolo reaccionar con el anticuerpo en una solucién tampoén que contiene un
agente quelante, puede obtenerse el anticuerpo con un disulfuro parcial o completamente reducido en una parte de
bisagra en el anticuerpo. Los ejemplos del agente quelante incluyen acido etilen diamina tetraacético (EDTA) y acido
dietilenotriamina pentaacético (DTPA). Este puede usarse a una concentracion de 1 mM a 20 mM. Los ejemplos de
la soluciéon tampdn que puede usarse incluyen una solucion de fosfato sédico, borato sédico o acetato sédico. Como
ejemplo especifico, haciendo reaccionar el anticuerpo con TCEP de 4 °C a 37 °C durante de 1 a 4 horas, puede
obtenerse el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo parcial o completamente reducido.

Mientras tanto, realizando la reaccion para afiadir un grupo sulfhidrilo a un resto de farmaco - enlazador, el resto de
farmaco - enlazador puede conjugarse mediante un enlace de tioéter.

A continuacién, usando de 2 a 20 equivalentes molares del compuesto (2) por anticuerpo (3a) que tiene un grupo
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sulfhidrilo, puede producirse el conjugado de anticuerpo - farmaco (1) en el que estan conjugadas de 2 a 8 moléculas
de farmaco por anticuerpo. Especificamente, es suficiente que la soluciéon que contiene el compuesto (2) disuelto en
la misma se afiada a una soluciéon tampoén que contiene el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo para la
reaccion. En el presente documento, los ejemplos de la solucién tampoén que puede usarse incluyen solucion de
acetato sadico, fosfato sodico y borato sédico. El pH para la reaccién es de 5 a 9 y, mas preferentemente, la
reaccion se realiza cerca de pH 7. Los ejemplos del disolvente para disolver el compuesto (2) incluyen un disolvente
organico tal como dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), dimetil acetamida (DMA) y N-metil-2-piridona
(NMP). Es suficiente que la solucién de disolvente organico que contiene el compuesto (2) disuelto en la misma se
afiada a 1 a 20 % v/v a una soluciéon tampon que contiene el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo para la
reaccion. La temperatura de reaccion es de 0 a 37 °C, mas preferentemente de 10 a 25 °C, y el tiempo de reaccion
es de 0,5 a 2 horas. La reacciéon puede terminarse desactivando la reactividad del compuesto sin reaccionar (2) con
un reactivo que contiene tiol. Los ejemplos del reactivo que contiene tiol incluyen cisteina y N-acetil-L-cisteina (NAC).
De manera mas especifica, se afiaden de 1 a 2 equivalentes molares de NAC al compuesto (2) usado e, incubando
a temperatura ambiente durante de 10 a 30 minutos, puede terminarse la reaccion.

El conjugado de anticuerpo - farmaco producido (1) puede someterse a, después de la concentracion, intercambio
de tampon, purificacion y medicion de concentracion de anticuerpo y nimero promedio de moléculas de farmaco
conjugadas por molécula de anticuerpo de acuerdo con procedimientos comunes descritos posteriormente,
identificacion del conjugado de anticuerpo - farmaco (1).

Procedimiento comun A: Concentracion de solucidon acuosa de anticuerpo o conjugado de anticuerpo - farmaco

A un recipiente Amicon Ultra (50.000 MWCO, Millipore Corporation), se afiadié una solucién de anticuerpo o
conjugado de anticuerpo - farmaco y la solucion del anticuerpo o conjugado de anticuerpo - farmaco se concentré
por centrifugacion (centrifuga durante de 5 a 20 minutos de 2000 G a 3800 G) usando una centrifuga (Allegra X-15R,
Beckman Coulter, Inc.).

Procedimiento comun B: Medicién de concentracion de anticuerpo

Usando un detector UV (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific Inc.), la medicion de la concentracion de
anticuerpo se realizd de acuerdo con el procedimiento definido por el fabricante. En ese momento, se usé un
coeficiente de absorcion de 280 nm diferente para cada anticuerpo (1,3 mimg'ecm™ a 1,8 mimg™'cm™).

Procedimiento comun C-1: Intercambio de tampdén para anticuerpo

Una columna NAP-25 (n.° de cat. 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) usando vehiculo Sephadex G-25
se equilibré con tampon de fosfato (10 mM, pH 6,0) (a lo que se hace referencia como PBS6,0/EDTA en la memoria
descriptiva) que contiene cloruro sodico (137 mM) y acido etilen diamina tetraacético (EDTA, 5 mM) de acuerdo con
el procedimiento definido por el manual de instrucciones del fabricante. Una solucién acuosa del anticuerpo se aplic
en una cantidad de 2,5 ml a una unica columna NAP-25, y entonces se recogio la fraccion (3,5 ml) eluyendo con 3,5
ml de PBS6,0/EDTA. La fracciéon resultante se concentré6 mediante el procedimiento comin A. Después de la
medicién de la concentracién del anticuerpo usando el procedimiento comun B, la concentracion de anticuerpo se
ajusto a 10 mg/ml usando PBS6,0/EDTA.

Procedimiento comun C-2: Intercambio de tampdén para anticuerpo

Una columna NAP-25 (n.° de cat. 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) usando vehiculo Sephadex G-25
se equilibré con tampon de fosfato (50 mM, pH 6,5) (a lo que se hace referencia como PBS6,5/EDTA en la memoria
descriptiva) que contiene cloruro sédico (50 mM) y EDTA (2 mM) de acuerdo con el procedimiento definido por el
fabricante. Una solucién acuosa del anticuerpo se aplico en una cantidad de 2,5 ml a una Unica columna NAP-25, y
entonces se recogi6 la fraccion (3,5 ml) eluyendo con 3,5 ml de PBS6,5/EDTA. La fraccion resultante se concentré
mediante el procedimiento comun A. Después de la medicion de la concentracion del anticuerpo usando el
procedimiento comun B, la concentracion de anticuerpo se ajustd a 20 mg/ml usando PBS6,5/EDTA.

Procedimiento comun D-1: Purificacion del conjugado de anticuerpo - farmaco

Una columna NAP-25 se equilibré con cualquier tampoén seleccionado de entre tampén de fosfato comercialmente
disponible (PBS7,4, n.° de cat. 10010-023, Invitrogen), tampon de fosfato sédico (10 mM, pH 6,0; a lo que se hace
referencia como PBS6,0) que contiene cloruro soédico (137 mM), y tampdn de acetato que contiene sorbitol (5 %) (10
mM, pH 5,5; a lo que se hace referencia como ABS en la memoria descriptiva). Una solucion acuosa de la reaccion
de conjugado de anticuerpo - farmaco se aplicé en una cantidad de aproximadamente 1,5 ml a la columna NAP-25, y
entonces se eluyd con el tampdn en una cantidad definida por el fabricante para recoger la fraccion de anticuerpo.
La fraccion recogida se aplicd de nuevo a la columna NAP-25 vy, repitiendo de 2 a 3 veces en total el proceso de
purificacion de filtracion en gel para eluir con tampdn, se obtuvo el conjugado de anticuerpo - farmaco excluyendo
enlazador de farmaco no conjugado y un compuesto de bajo peso molecular, clorhidrato de (tris(2-carboxietil)fosfina
(TCEP), N-acetil-L-cisteina (NAC) y dimetilsulfoxido). Procedimiento comun E: Medicion de concentracion de
anticuerpo en conjugado de anticuerpo - farmaco y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas por
molécula de anticuerpo.
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La concentracion de farmaco conjugado en el conjugado de anticuerpo - farmaco puede calcularse midiendo la
absorbancia UV de una solucion acuosa del conjugado de anticuerpo - farmaco a dos longitudes de onda de 280 nm
y 370 nm, seguido de la realizacién del calculo mostrado posteriormente.

Debido a que la absorbancia total a cualquier longitud de onda es igual a la suma de la absorbancia de cada una de
las especies quimicas que absorben luz que estan presentes en un sistema [aditividad de absorbancia], cuando los
coeficientes de absorcion molar del anticuerpo y el farmaco permanecen sin cambios antes y después de la
conjugacion entre el anticuerpo y el farmaco, la concentracion de anticuerpo y la concentracion de farmaco en el
conjugado de anticuerpo - farmaco se expresan con las siguientes ecuaciones.

Azgo = Ap 280 + An2s0  €D,280Cp + €a280CA Ecuacion (1)

As70 = Ap 370+ An 370 = €0,370CD + €4 370Ca Ecuacion (2)

En lo anterior, Azgo representa la absorbancia de una solucién acuosa del conjugado de anticuerpo - farmaco a 280
nm, Aszo representa la absorbancia de una solucién acuosa del conjugado de anticuerpo - farmaco a 370 nm, Aa2g0
representa la absorbancia de un anticuerpo a 280 nm, Aa 370 representa la absorbancia de un anticuerpo a 370 nm,
Ap g0 representa la absorbancia de un precursor de conjugado a 280 nm, Ap 7o representa la absorbancia de un
precursor de conjugado a 370 nm, &a 280 representa el coeficiente de absorcion molar de un anticuerpo a 280 nm,
€a 370 representa el coeficiente de absorcion molar de un anticuerpo a 370 nm, €p2s0 representa el coeficiente de
absorcion molar de un precursor de conjugado a 280 nm, €p 370 representa el coeficiente de absorcion molar de un
precursor de conjugado a 370 nm, Ca representa la concentracion de anticuerpo en un conjugado de anticuerpo -
farmaco, y Cp representa la concentracion de farmaco en un conjugado de anticuerpo - farmaco.

Con respecto a €280, €a,370, €D.280, Y €p,370 €N lo anterior, se usan valores previamente preparados (valor estimado
basandose en el valor de calculo o de medicion obtenido mediante medicion UV del compuesto). Por ejemplo, €a 280
puede estimarse a partir de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo usando un procedimiento de calculo
conocido (Protein Science, 1995, vol. 4, 2411-2423). €a 370 €s generalmente cero. €p2s0 Y €p.370 pueden obtenerse
basandose en la ley de Lambert-Beer (Absorbancia = concentraciéon molar x coeficiente de absorcién molar x
longitud de ruta celular) midiendo la absorbancia de una solucion en la que el precursor de conjugado que se va a
usar se disuelve a una determinada concentraciéon molar. Midiendo Azso ¥ Aszo de una solucion acuosa del conjugado
de anticuerpo - farmaco y resolviendo las ecuaciones simultaneas (1) y (2) usando los valores, pueden obtenerse Ca
y Cp. Ademas, al dividir Cp entre Ca, puede obtenerse el nimero promedio de farmaco conjugado por anticuerpo.

El compuesto representado por la formula (2) en el procedimiento de produccidon 1 es cualquier compuesto
representado por la siguiente férmula:

[Férmula 51]
0

| N=(CHon2-C(=0)-L2-LP-NH-(CH)n"-La-Lb-Le- (NH DXy

o]

Halégeno-CH2C(=0)NH-(CH2),*-C(=0)-L*-LP-NH-(CH,),'-L%-L°-L°-(NH-DX)

En la férmula, n1, n2, n3, L2, LP, L3 Lb, y L son como ya se ha definido, y L° es una posicion de conexion para el
farmaco.

En un intermedio ut|| en la produccion de tal compuesto de la presente invencion, preferentemente n? es un nimero
enterode 2 a5, L% es - NH (CHZCHZO)n -CH2CH2-C(=0)- o un enlace sencillo, n° es un nimero entero de 2 a 4, L”
es GGFG, y -NH-(CHo)n'-L?-L"-L°- es una estructura parcial de -NH-CH,CH,-C(=0)-, NH-CH2CH,CH,-C(=0)-, -NH-
CH2-O-CH2-C(=0)- o -NH-CH;CH»-O-CH2-C(=0)-. El halégeno es preferentemente bromo o yodo. Ejemplos
especificos de estos compuestos pueden incluir los siguientes [en el presente documento, (maleimid-N-il) representa
un grupo maleimidilo (grupo 2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-ilo)].

(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH»-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH»-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH>CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH>CH>-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH;CH>CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH»2-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
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(maleimid-N-il)-CH>CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,>CH>-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH;CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH;CH>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH>,CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>CH,CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH;CH,CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,;CH>CH,CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2.CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2.CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH,0-CH,CH;0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH2-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N I|) CHzCHz-C( O) -NH- CHzCHzO CHzCHzO CHzCHzO CHzCHz-C( O) -GGFG-NH- CHzCHzCHz-
C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,CH,0-CH,CH,0-CH,CH,0-CH>CH,;0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CH3-C(=0)-NH-CH2CH-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CH3-C(=0)-NH-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)

)-

)
X-CHa-C(=0)-NH-CH;CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CHa-C(=0)-NH-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CHa-C(=0)-NH-CHyCH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CHa-C(=0)-NH-CHyCH2CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CH2-C(=0)-NH-CH;CH;CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CH2-C(=0)-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CHa-C(=0)-NH-CHyCH2CHyCHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CH,-C(=0)-NH-CH,CH,CH;CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CHa-C(=0)-NH-CHyCH2CH;CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
X-CHa-C(=0)-NH-CHyCH2CHyCH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CH2-C(=0)-NH-CH;CH,CH>CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
X-CHa-C(=0)-NH-CHyCH2CH,CH,CHy-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

)

)

)-
X-CH,-C(=0)-NH-CH2CH2CH,CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
X-CH3-C(=0)-NH-CH2CH>CH2CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)

En la férmula, X representa un atomo de bromo o un atomo de yodo. Todos estos compuestos de bromo y de yodo
pueden usarse preferentemente como intermedios de produccion.

Con el fin de asegurar la cantidad del conjugado, se pueden mezclar una pluralidad de conjugados obtenidos en
condiciones de produccion similares para tener un nimero equivalente de farmacos (por ejemplo, aproximadamente
+ 1) para preparar nuevos lotes. En este caso, el numero promedio de farmacos cae entre los nimeros promedio de
farmacos en los conjugados antes del mezclado.

2. Procedimiento de produccion 2

El conjugado de anticuerpo - farmaco representado por la formula (1) en el que el anticuerpo esta conectado por
medio de un grupo amida a un enlazador y que tiene un enlace de tioéter dentro del enlazador especificamente, una
estructura en la que -L'-L*- es -C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHa-(N-li-3-diminiccuS)-S-(CHy)n®-C (=0)-, también puede
producirse mediante el siguiente procedimiento.

[Férmula 52]

v
AB-L
¥ P 1a b c 3b 12 ¢ 1 a b ¢
L -L-NH-(CHJn -L-L-LA(NHDX) 5 AB-L-L'-L-NH-{CH }n -L-L -L-(NH-DX)
2a 1

En la férmula, AB-L" representa un grupo en el que el anticuerpo y el enlazador L' estan conectados y, ademas, el
extremo terminal de L' se convierte en un grupo N-maleimidilo. Este grupo tiene especificamente una estructura en
Ia que -(N-li-3-diminiccuS)- en AB- C( O)-cic.Hex(1,4)-CHaz-(N-li-3-diminiccuS)- se convierte en un grupo maleimidilo.
L? representa un grupo HS-(CH,)n°-C(=0)- en el que el extremo terminal es un grupo mercapto, y AB representa el
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anticuerpo.

Especificamente, el conjugado de anticuerpo - farmaco (1) puede producirse haciendo reaccionar el compuesto (2a),
que puede obtenerse mediante el procedimiento descrito posteriormente, con el anticuerpo (3b) que esta conectado
al enlazador que tiene un grupo maleimidilo.

El anticuerpo (3b) que tiene un grupo maleimidilo también puede obtenerse mediante un procedimiento bien
conocido en la técnica (Hermanson, G. T, Bioconjugate Techniques, pags. 56-136, pags. 456-493, Academic Press
(1996)). Los ejemplos incluyen: un enlazador bifuncional, tal como succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato (SMCC), que es capaz de unirse a un grupo amino o un grupo hidroxilo y tiene un grupo maleimidilo se
deja reaccionar en el grupo amino del ligando para introducir un grupo maleimidilo, aunque sin limitarse al mismo.

Por ejemplo, puede usarse preferentemente un compuesto que tiene un resto reactivo con grupo amino y un resto
reactivo con grupo tiol unido por medio de un enlazador. En este caso, el resto reactivo con grupo amino puede ser
éster activo, éster de imida, o similares, y el resto reactivo con tiol puede ser maleimidilo, haluro de acetilo, haluro de
alquilo, ditiopiridilo, o similares.

Como un procedimiento para construir el enlazador con grupo amino o grupo hidroxi de un aminoacido que
constituye el anticuerpo, particularmente por medio de un enlace de amida con el grupo amino, el compuesto que se
va a hacer reaccionar en primer lugar con el anticuerpo puede ser un compuesto representado por la siguiente
férmula:

Q1_L1 a-QZ.

[En la formula, Q' representa (pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-C(=0)-, (3-sulfo-pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-C (=0)-, R*-
O-C (=N)- u O=C=N-,

L'a- representa -cic.Hex(1,4)-CH.-, un grupo alquileno que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, un grupo fenileno, -
(CH2)N*-C(=0)-, -(CH2)n"**-NH-C(=0)-(CH2)n*"-, 0-(CHz)n**-NH-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHy-,

Q° representa (maleimid-N-ilo), un atomo de halégeno o -S-S-(2-piridilo),

R® representa un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono,

n* representa un niimero entero de 1 a 8, n*® representa un nimero entero de 0 a 6, y n* representa un niimero
enterode 1a6.]

En lo anterior, R® es un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono y, mas preferentemente, un grupo metilo
o un grupo etilo.

El grupo alquileno de L' puede ser uno que tiene de 1 a 10 atomos de carbono. El grupo fenileno puede ser de
cualquiera de las configuraciones orto, meta y para y, mas preferentemente, es un grupo para- o meta-fenileno.

Los ejemplos preferidos de L'® pueden incluir -cic.Hex(1,4)-CHz-, -(CHz)s-NH-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CHa-,~(CHz)2-NH-
C(=0)-CHa-, -(CH3)s-NH-C(=0)-(CH2)2-, -CH2-,-(CH2)2-, -(CHz)3-, -(CH2)5-, -(CH2)10-, -(para-Ph)-,-(meta-Ph)-, -(para-
Ph)-CH(-CHs)-, -(CH>)s-(meta-Ph)- y -(meta-Ph)-NH-C(=0)-CH.-.

Q' es preferentemente (pirrolidina-2,5-diona-N-il-O-C(=0)-, Q° es preferentemente (maleimid-N-ilo), o puede usarse
-S-S-(2-piridil) cuando se va a formar un enlace de disulfuro.

En lo anterior, (pirrolidina-2,5-diona-N-il)- es un grupo representado por la siguiente férmula:

[Férmula 53]

O
N—

o)

en la que el atomo de nitrégeno como una posicidon de conexion, y (3-sulfo-pirrolidina-2,5-diona-N-il)- es un grupo
representado por la siguiente férmula:
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[Férmula 54]

en la que el atomo de nitr6geno es una posicion de conexion, y este acido sulfénico es capaz de formar una sal de
litio, sal de sodio o sal de potasio, y preferentemente sal de sodio,

cic.Hex(1,4) representa un grupo 1,4-ciclohexileno, (maleimid-N-il) es un grupo representado por la siguiente
férmula:

[Férmula 55]

en la que el atomo de nitrégeno es una posicion de conexion, (2-piridil) representa un grupo 2-piridilo, (para-Ph)
representa un grupo para-fenileno, y (meta-Ph) representa un grupo meta-fenileno.

Los ejemplos de tal compuesto incluyen sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidilmetil)ciclohexano-1-carboxilato (sulfo-
SMCC), N-succinimidil-4-(N-maleimidilmetil)-ciclohexano-1-carboxi-(6-amidocaproato) (LC-SMCC), éster N-
succinimidilico del acido k-maleimidil undecanoico (KMUA), éster N-succinimidilico del acido y-maleimidil butirico
(GMBS), éster de N-hidroxisuccinimida del acido e-maleimidil caproico (EMCS), éster de m-maleimidilbenzoil-N-
hidroxisuccinimida  (MBS), éster de N-(a-maleimidilacetoxi)-succinimida  (AMAS),  succinimidil-6-(p-
maleimidilpropionamida)hexanoato ~ (SMPH),  N-succinimidil  4-(p-maleimidilfenil)-butirato ~ (SMPB),  N-(p-
maleimidilfenil)isocianato (PMPI), N-succinimidil-4-(yodoacetil)-aminobenzoato (SIAB), yodoacetato de N-
succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA), 3-(bromoacetamida)propionato de N-succinimidilo
(SBAP), N-succinimidil-3-(2-piridoditio)propionato (SPDP) y succinimidiloxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)tolueno
(SMPT).

Especificamente, por ejemplo, haciendo reaccionar de 2 a 6 equivalentes de SMCC con el anticuerpo (3) en un
tampon de fosfato de pH 6 a 7 a temperatura ambiente durante de 1 a 6 horas, el éster activo de SMCC puede
reaccionar con el anticuerpo para producir el anticuerpo (3b) que tiene un grupo maleimidilo. El anticuerpo obtenido
(3b) puede purificarse mediante el procedimiento comun D-2 descrito posteriormente, y usarse para la siguiente
reaccion con el compuesto (2a).

Procedimiento comun D-2: Purificacion de anticuerpo derivatizado con 4-(N-maleimidilmetil)-ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo (SMCC)

Una columna NAP-25 se equilibr6 con PBS6,5/EDTA. La solucidon de reaccidon que contiene el anticuerpo
derivatizado con 4-(N-maleimidilmetil)-ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (al que se hace referencia en el
presente documento como SMCC) se aplicé en una cantidad de aproximadamente 0,5 ml a la columna NAP-25, y
entonces se eluyd con el tampén en una cantidad definida por el fabricante para recoger la fraccion de anticuerpo
para la purificacion.

el grupo amino del anticuerpo para conectar con el enlazador puede ser un grupo amino N-terminal y/o un grupo
amino portado por un residuo de lisina, aunque sin limitarse al mismo. Como alternativa, el anticuerpo puede
conectarse al enlazador con formacién de enlace de éster mediante el uso de un grupo hidroxi portado por un
residuo de serina.

La reaccion del compuesto (2a) con el anticuerpo (3b) conectado al enlazador que tiene un grupo maleimidilo puede
realizarse de la misma forma que en el procedimiento para hacer reaccionar el compuesto (2) con el anticuerpo (3a)
que tiene un grupo sulfhidrilo tal como se menciona en el procedimiento de produccion 1.

Para el conjugado de anticuerpo - farmaco (1) preparado, puede realizarse la concentracion, intercambio de tampon,
purificacion e identificacion del conjugado de anticuerpo - farmaco (1) mediante la medicidon de concentracion de
anticuerpo y un numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de anticuerpo de la misma
forma que en el procedimiento de produccion 1.
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El compuesto representado por la formula (3b) en el procedimiento de produccion 2 tiene la siguiente estructura
(véase la siguiente formula; en la estructura de la misma, "anticuerpo -NH-" se origina a partir de un anticuerpo).

[Férmula 56]
kli Q
Anticuerpo —p
qexse
o
0

Un compuesto que es un intermedio para producir el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion y
tiene la estructura anterior es como se describe a continuacién (en la férmula, n es un nimero entero de 1 a 10,
preferentemente de 2 a 8 y, mas preferentemente, de 3 a 8).

[Férmula 57]

O 0
M30-H1-L4P M30-H1-L4
0O o]
P §
6] n 0 n
. . B O 0
anticuerpo a”t"CD?’O_ho anticuerpo anti-CD33
O
B 0 n [e] n

—
o}
anticuerpo anti-CD?O——hO
0 n

—

Ademas, los ejemplos del compuesto de la presente invencién en los que el extremo terminal es un grupo mercapto
pueden incluir los siguientes.

HS-CH2CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

HS-CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH;-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH2CH2CH;CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

HS-CH,CH>CH;CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH;-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH,CH>CH;CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)

HS-CH,CH>CH;CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH,CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)

HS-CH2CH2CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH2CH2CH;CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)

HS-CH2CH2CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH»-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH2CH2CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH2CH2CH;CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH»-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)

HS-CH,CH2CH;CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH;-O-CH»-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH20-CH2CH,0-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH,CH.-C(=0)-NH-CH,CH20-CH2CH,0-CH,CH0-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)
HS-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH,0-CH,CH,0-CH,CH,0-CH,CH,0-CH>CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH,;CH>CH,-C(=0)-
(NH-DX)

3. Procedimiento de produccion 3
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El conjugado de anticuerpo - farmaco representado por la férmula (1) en el que el anticuerpo esta conjugada con el
resto de enlazador de farmaco por medio de un enlace de amlda puede producwse mediante un procedlmlento
descrito posteriormente. Por ejemplo, con respecto a -C(=0)-(CHz)n*-C(=0)- de L', su éster actlvo L", por ejemplo,
(pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-C(=0)-(CH2)n*-C(=0)-, puede usarse preferentemente Cuando L? es un enlace
sencillo, el conjugado de anticuerpo - farmaco (1) puede producirse mediante el siguiente procedimiento, por
ejemplo.

[Férmula 58]

AB

3
¥ 2 P 1 a b ¢ i 2P a b ¢
L -L-L-NH-{CH,)n -L -L -L-(NH-DX) ————> AB-L-L-L -NH-(CHZ)nl-L-L -L-(NH-DX)

2b 1

Especificamente, el conjugado de anticuerpo - farmaco (1) puede producirse haciendo reaccionar el compuesto (2b),
que puede obtenerse mediante el procedimiento descrito posteriormente, con el anticuerpo (3).

El compuesto (2b) es capaz de conectar con el grupo amino o grupo hidroxilo del anticuerpo. El grupo amino y grupo
hidroxilo del anticuerpo se refieren a, como se describe en el procedimiento de produccion 2, por ejemplo, un grupo
amino N-terminal portado por el anticuerpo y/o un grupo amino portado por un residuo de lisina y un grupo hidroxi
portado por un residuo de serina, respectivamente, pero estos no se limitan a los mismos.

El compuesto (2 b) es un éster activo compuesto por un grupo éster N-hidroxisuccinimidilico. Como alternativa,
pueden usarse otros ésteres activos, por ejemplo, un grupo éster sulfosuccinimidilico, éster N-hidroxiftalimidilico,
éster N-hidroxisulfoftalimidilico, éster orto-nitrofenilico, éster para-nitrofenilico, éster 2,4-dinitrofenilico, éster 3-
sulfonil-4-nitrofenilico, éster 3-carboxi-4-nitrofenilico y éster pentafluorofenilico.

Usando de 2 a 20 equivalentes molares del compuesto (2b) por anticuerpo (3) en la reaccion del compuesto (2b) con
el anticuerpo(3), puede producirse el conjugado de anticuerpo - farmaco (1) en el que se conjugan de 1 a 10
moléculas de farmaco por anticuerpo. Especificamente, la solucién que contiene el compuesto (2b) disuelto en la
misma se puede afadir a una solucion tampén que contiene el anticuerpo (3) para la reacciéon para producir el
conjugado de anticuerpo - farmaco (1). En el presente documento, los ejemplos de la solucién tampén que puede
usarse incluyen solucién de acetato sédico, fosfato sddico y borato sédico. El pH para la reaccion puede serde 5a 9
y, mas preferentemente, la reaccion se realiza cerca de pH 7. Los ejemplos del disolvente para disolver el
compuesto (2b) incluyen un disolvente organico tal como dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), dimetil
acetamida (DMA) y N-metil-2-piridona (NMP). Es suficiente que la soluciéon de disolvente organico que contiene el
compuesto (2b) disuelto en la misma se afiada a 1 a 20 % v/v a una solucion tampdén que contiene el anticuerpo (3)
para la reaccion. La temperatura de reaccion es de 0 a 37 °C, mas preferentemente de 10 a 25 °C, y el tiempo de
reaccion es de 0,5 a 20 horas.

Para el conjugado de anticuerpo - farmaco producido (1), puede realizarse la concentracion, intercambio de tampoén,
purificacion e identificacion del conjugado de anticuerpo - farmaco (1) mediante la medicidon de concentracion de
anticuerpo y un numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de anticuerpo de la misma
forma que en el procedimiento de produccion 1.

El resto (pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-C(=0)-(CH,)n*-C(=0)- en el procedimiento de produccion 3 tiene la siguiente
estructura.

[Férmula 59]

O

N— O-CO-(CHz)nz -C(=0)-

0]

Los ejemplos del compuesto de la presente invencion que tiene la estructura parcial anterior pueden incluir los
siguientes.

(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-

-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

39



10

15

20

25

ES 2671 644 T3

(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
)-O-
)-O-
)-O-
)-O-
)-O-
)-O-
)-O-
O-

fefe¥e
I

g
®)

rOLO00000000TIO00

(Pirrolidina-2,5-diona-N-il
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il-
(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-
CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)

099999999999
|1 1 I 1 1 1 | | O [ |

Il
o

(

9
Il
o

-CH,CH2CH>CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH,-C(=OMNH-DX)
-CH2CH2CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH2CH,CH3CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH2CH2CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH»-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-CH,CH2CH2CH,CH.-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
)-CH2CH2CH,CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH3;CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH>0-CH;CH,0-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-

(Pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-C(=0)-CH,CHa-C(=0)-NH-CH,CH,0-CH,CH,0-CH,CH,0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-

NH-CH2CH,CH-C(=0)-(NH-DX)

(Pirrolidina-2,5—diona-N-iI)-O-C(=O)-CHZCH2-C(=O)-N H-CH,CH,0-CH,CH20-CH2CH,0-CH2CH,0-CH2CH.-

C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

4. Procedimiento de produccién 4

El compuesto representado por la férmula (2) o (2b) como un intermedio usado en el procedimiento de produccion
previo y una sal farmacolégicamente aceptable del mismo puede producirse mediante el siguiente procedimiento,

por ejemplo.
[Férmula 60]
NH Z-DX

4 1 1 a b ¢
J, P-NH-(CH Jn -L"-L -L -OH
5
1 1 a b o«
P -NH-{CH )n -L-L -L -(NH-DX)
6

|

NH,-CH,n LU L -(NH-DX)
7

2 P
\L P-L-OH
8

2P 1 a b ¢
P"-L -NH-(CH,)n -L -L -L -(NH-DX)
9

!

HAL-NH-(CH )n L' L (NH-DX)
10

1 2
l L-L-oH
11u 11b
. a
b
L LU -NHHCH n UL A(NHDX) €
202b

NH,-DX

NH,-DX

40

1 a b ¢ 3
NH,-(CH )n -L™-L -L-OP
12

2 P
P-L-OH
8

2 P 1 a b ¢ 3
P-L -NH-(CHZJn -L-L-L-OP

/ 131/

4 PzLPNH cH 13 b ¢
<= —P"-L-NH-(CH_Jn"-L-L -L -OH

14
P 1 a b ¢ 3

H-L -NH-(CHz)n -L-L-L-OP
15

,

L-1*-oH
\l, 110 11b
o2 B 1 a b ¢ 3
L -L-L-NHH(CH Jn -L-L-L 0P
16 0 16b

¥ 2 P 1 a b ¢
L -L-L -NH-(CH jn -L-L -L -OH
17 0 17b
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En la formula L® es -C(=0)- y esta conectado a -(NH-DX) con formacion de enlace de amida, L" representa una
estructura L' en la que el extremo termlnal se conwerte en un grupo maleimidilo o un grupo haloacetilo, o en
(pirrolidina-2,5-diona-N-il)-O-C(=0)-(CHz)n*-C(=0)-, y P', P?, y P? representan cada uno un grupo protector.

El compuesto (6) puede producirse derivatizando el acido carboxilico (5) para dar un éster activo, anhidrido de acido
mixto, haluro de acido, o similares y haciéndolo reaccionar con NH2-DX [que indica exatecan; nombre quimico:
(1S,9S)-1-amino-9-etil-5-fluoro-2,3-dihidro-9-hidroxi-4-metil-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[ 1,2-
b]quinolin-10,13(9H,15H)-diona] (4) o una sal farmacolégicamente aceptable del mismo.

Para la reaccion pueden emplearse reactivos y condiciones de reaccion que se usan habitualmente para la sintesis
de péptidos. Hay diversos tipos de éster activo. Por ejemplo, este puede producirse haciendo reaccionar fenoles
tales como p-nitrofenol, N-hidroxi benzotriazol, N-hidroxi succinimida, o similares, con el acido carboxilico (5) usando
un agente de condensacion tal como N,N-diciclohexilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida. Ademas, el éster activo también puede producirse mediante una reaccién del acido
carboxilico (5) con trifluoroacetato de pentafluorofenilo o similares; una reaccién del acido carboxilico (5) con
oxitripirrolidinofosfonio hexafluorofosfito de 1-benzotriazolilo; una reaccién del acido carboxilico (5) con
cianofosfonato de dietilo (procedimiento de disolucion de proteinas por adicion de sal); una reaccion del acido
carboxilico (5) con trifenilfosfina y disulfuro de 2,2’-dipiridilo (procedimiento de Mukaiyama); una reaccion del acido
carboxilico (5) con un derivado de triazina tal como cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio
(DMTMM); o similares. Ademas, la reaccion también puede realizarse mediante, por ejemplo, un procedimiento de
haluro de acido mediante el cual el acido carboxilico (5) se trata con haluro de acido tal como cloruro de tionilo y
cloruro de oxalilo en presencia de una base. Haciendo reaccionar el éster activo, anhidrido de acido mixto o haluro
de acido del acido carboxilico (5) obtenido en consecuencia con el compuesto (4) en presencia de una base
adecuada en un disolvente inerte de -78 °C a 150 °C, puede producirse el compuesto (6) (paralelamente, "disolvente
inerte" indica un disolvente que no inhibe una reaccién para la que se usa el disolvente).

Ejemplos especificos de la base usada para cada etapa anteriormente descrita incluyen carbonato de un metal
alcalino o un metal alcalinotérreo, un alcéxido de metal alcalino, hidroxido o hidruro de un metal alcalino incluyendo
carbonato sddico, carbonato potasico, etdoxido sddico, butdxido potasico, hidréxido sddico, hidroxido potasico, hidruro
sodico e hidruro potasico, base organometalica representada por un alquil litio incluyendo n-buitil-litio, dialquilamino
litio incluyendo diisopropilamida de litio; base organometalica de bis-sililamina incluyendo bis(trimetilsilillamida de
litio; y base organica incluyendo piridina, 2,6-lutidina, collidina, 4-dimetilaminopiridina, trietilamina, N-metilmorfolina,
diisopropiletilamina y diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU).

Los ejemplos del disolvente inerte que se usa para la reaccion de la presente invencion incluyen un disolvente de
hidrocarburo halogenado tal como diclorometano, cloroformo y tetracloruro de carbono; un disolvente de éter tal
como tetrahidrofurano, 1,2-dimetoxietano y dioxano; un disolvente de hidrocarburo aromatico tal como benceno y
tolueno; y un disolvente de amida tal como N,N-dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida y N-metilpirrolidin-2-ona.
Ademas de estos, se pueden usar, dependiendo de un caso, un disolvente de sulféxido, tal como dimetilsulféxido y
sulfolano, y un disolvente de cetona tal como acetona y metil etil cetona.

El grupo hidroxi, grupo carboxi, grupo amino, o similares de L® y L° en el compuesto (6) puede protegerse con un
grupo protector que se usa habitualmente en la sintesis de compuestos organicos, como se menciona
posteriormente. Especificamente, los ejemplos del grupo protector para un grupo hidroxilo incluyen un grupo
alcoximetilo tal como grupo metoximetilo; un grupo arilmetilo tal como grupo bencilo, grupo 4-metoxibencilo y grupo
trifenilmetilo; un grupo alcanoilo tal como grupo acetilo; un grupo aroilo tal como grupo benzoilo; y un grupo sililo tal
como grupo terc-butil difenilsililo. El grupo carboxi puede protegerse, por ejemplo, como un éster con un grupo
alquilo tal como grupo metilo, grupo etilo y grupo terc-butilo, un grupo alilo, o un grupo arilmetilo tal como grupo
bencilo. Un grupo amino puede protegerse con un grupo protector para un grupo amino que se usa generalmente
para la sintesis de péptidos, por ejemplo, un grupo alquiloxi carbonilo tal como grupo terc-butiloxi carbonilo, grupo
metoxicarbonilo y grupo etoxicarbonilo; un grupo arilmetilo tal como aliloxicarbonilo, grupo 9-fluorenilmetiloxi
carbonilo, grupo benciloxi carbonilo, grupo parametoxibenciloxi carbonilo y grupo para (u orto)nitroilbenciloxi
carbonilo; un grupo alcanoilo tal como grupo acetilo; un grupo arilmetilo tal como grupo bencilo y grupo trifenil metilo;
un grupo aroilo tal como grupo benzoilo; y un grupo aril sulfonilo tal como grupo 2,4-dinitrobenceno sulfonilo o grupo
ortonitrobenceno sulfonilo. La proteccion con y la desproteccion del grupo protector pueden realizarse de acuerdo
con un procedimiento llevado a cabo habitualmente.

Con respecto al grupo protector =X para el grupo amino terminal del compuesto (6), se puede usar un grupo
protector para un grupo amino que se usa generalmente para la sintesis de péptidos, por ejemplo, grupo terc-butiloxi
carbonilo, grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo y grupo benciloxi carbonilo. Los ejemplos del otro grupo protector para
un grupo amino incluyen un grupo alcanoilo tal como grupo acetilo; un grupo alcoxicarbonilo tal como grupo
metoxicarbonilo y grupo etoxicarbonilo; un grupo arilmetoxi carbonilo tal como grupo parametoxibenciloxi carbonilo, y
grupo para (u orto)nitroilbenciloxi carbonilo; un grupo arilmetilo tal como grupo bencilo y grupo trifenil metilo; un
grupo aroilo tal como grupo benzoilo; y un grupo aril sulfonilo tal como grupo 2,4-dinitrobenceno sulfonilo y grupo
ortonitrobenceno sulfonilo. El grupo protector =X puede seleccionarse dependiendo de, por ejemplo, las propiedades
de un compuesto que tiene un grupo amino que se va a proteger.
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Desprotegiendo el grupo protector =X para el grupo amino terminal del compuesto (6) obtenido, puede producirse el
compuesto (7). Los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (9) puede producirse derivatizando el acido carboxilico peptidico (8) que tiene el N terminal protegido
con P? para dar un éster activo, anhidrido de acido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (7)
obtenido. Las condiciones de reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para formar un enlace peptidico
entre el acido carboxilico peptidico (8) y el compuesto (7) se J)ueden seleccionar adecuadamente de entre los
descritos para la sintesis del compuesto (6). El grupo protector P* puede seleccionarse adecuadamente de entre los
descritos para el grupo protector del compuesto (6), y la seleccion se puede realizar basandose en, por ejemplo, las
propiedades del compuesto que tiene un grupo amino que se va a proteger. Debido a que el mismo se usa
generalmente para la sintesis de péptidos, el compuesto (9) también puede producirse repitiendo secuencialmente la
reaccion y desproteccion del aminoacido o péptido que constituye el acido carboxilico peptidico (8) para su
alargamiento.

Desprotegiendo P? como el grupo protector para el grupo amino del compuesto (9) obtenido, puede producirse el
compuesto (10). Los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

Es posible producir el compuesto (2) o (2b) derivatizando el acido carboxilico (11) o (11b) para dar un éster activo,
anhidrido de acido mixto, haluro de acido, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (10) obtenido. Las
condiciones de reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para formar un enlace peptidico entre el acido
carboxilico (11) o (11b) y el compuesto (10) se pueden seleccionar adecuadamente de entre los descritos para la
sintesis del compuesto (6).

El compuesto (9) también puede producirse mediante el siguiente procedimiento, por ejemplo.

El compuesto (13) puede producirse derivatizando el acido carboxilico peptidico (8) que tiene el N terminal protegido
con P? para dar un éster activo, anhidrido de acido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto de
amina (12) que tiene el grupo carboxi protegido con P% en presencia de una base. Las condiciones de reaccion,
reactivos, base y disolvente inerte usados para formar un enlace peptidico entre el acido carboxilico peptidico (8) y el
compuesto (12) se pueden seleccionar adecuadamente de entre los descritos para la sintesis del compuesto (6). El
grupo protector p? para el grupo amino del compuesto (13) puede seleccionarse adecuadamente de entre los
descritos para el grupo protector del compuesto (6). Con respecto al grupo protector =X para un grupo carboxi, puede
usarse un grupo protector usado habitualmente como un grupo protector para un grupo carboxi en la quimica de
sintesis organica, en particular, sintesis de péptidos. Especificamente, este puede seleccionarse adecuadamente de
entre los descritos para el grupo protector del compuesto (6), por ejemplo, ésteres con un grupo alquilo tal como un
grupo metilo, un grupo etilo, o un terc-butilo, ésteres alilicos y ésteres bencilicos. En tal caso, es necesario que el
grupo protector para un grupo amino y el grupo protector para un grupo carboxi se puedan retirar mediante un
procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por esjemplo, un ejemplo representativo incluye una combinacion
en la que P? es un grupo terc-butiloxi carbonilo y P° es un grupo bencilo. Los grupos protectores se pueden
seleccionar de entre los mencionados anteriormente, dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un
compuesto que tiene un grupo amino y un grupo carboxi que se va a proteger. Para la retirada de los grupos
protectores, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

Desprotegiendo el grupo protector p3 para el grupo carboxi del compuesto (13) obtenido, puede producirse el
compuesto (14). Los reactivos y condiciones se seleccionan dependiendo del grupo protector.

El compuesto (9) puede producirse derivatizando el compuesto (14) obtenido para dar éster activo, anhidrido de
acido mixto, haluro de acido, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en presencia de una base.
Para la reaccion, también pueden usarse reactivos y condiciones de reaccién que se usan generalmente para la
sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para la reaccion se
pueden seleccionar adecuadamente de entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

El compuesto (2) o (2b) también puede producirse mediante el siguiente procedimiento, por ejemplo.

Desprotegiendo el grupo protector p? para el grupo amino del compuesto (13), puede producirse el compuesto (15).
Los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (16) o (16b) puede producirse derivatizando el derivado de acido carboxilico (11) o (11b) para dar un
éster activo, anhidrido de acido mixto, haluro de acido, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (15)
obtenido en presencia de una base. Las condiciones de reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para
formar un enlace de amida entre el acido carboxilico peptidico (11) o (11b) y el compuesto (15) se pueden
seleccionar adecuadamente de entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

Desprotegiendo el grupo protector para el grupo carboxi del compuesto (16) o (16b) obtenido, puede producirse el
compuesto (17) o (17b). Este puede realizarse de forma similar a la desproteccion del grupo carboxi para producir el
compuesto (14).

El compuesto (2) o (2b) puede producirse derivatizando el compuesto (17) o (17b) para dar un éster activo, anhidrido
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de acido mixto, haluro de acido, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en presencia de una base.
Para la reaccion, también pueden usarse reactivos y condiciones de reaccion que se usan generalmente para la
sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para la reaccion se
pueden seleccionar adecuadamente de entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

5. Procedimiento de produccion 5

El compuesto representado por la formula (2) de un intermedio también puede producirse mediante el siguiente
procedimiento.

[Férmula 61]

p 4
H-L -OP

v o2
\L L -L-OH
11

¥ 2 P 4
L-L-L-OP
19

\

1 2 P
L1 "-0H
20
1 a b ¢
l NH,-(CH,)n -L"-L -L-(NH-DX)
7
1 2 f 1 a b ¢
L LU -NHH(EH )n UL L -(NH-DX)

2

En la formula, L" se corresponde con L' que tiene una estructura en la que el extremo terminal se convierte en un
grupo maleimidilo o un grupo haloacetilo, y = representa un grupo protector.

El compuesto (19) puede producirse derivatizando el compuesto (11) para dar un éster activo, anhidrido de acido
mixto, o similares y haciéndolo reaccionar con el acido carboxilico peptidico (18) que tiene el C terminal protegido
con P* en presencia de una base. Las condiciones de reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para
formar un enlace peptidico entre el acido carboxilico peptidico (18) y el compuesto (11) se pueden seleccionar
adecuadamente de entre los descritos para la sintesis del compuesto (6). El grupo protector p* para el grupo carboxi
del compuesto (18) puede seleccionarse adecuadamente de entre los descritos para el grupo protector del
compuesto (6).

Desprotegiendo el grupo protector para el grupo carboxi del compuesto (19) obtenido, puede producirse el
compuesto (20). Esto puede realizarse de forma similar a la desproteccion del grupo carboxi para producir el
compuesto (14).

El compuesto (2) puede producirse derivatizando el compuesto (20) obtenido para dar éster activo, anhidrido de
acido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (7). Para la reaccion, también pueden usarse
reactivos y condiciones de reaccidon que se usan generalmente para la sintesis de péptidos, y las condiciones de
reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para la reaccion se pueden seleccionar adecuadamente de entre
los descritos para la sintesis del compuesto (6).

6. Procedimiento de produccion 6

El intermedio de produccioén (2a) descrito en el procedimiento de produccién 2 en el que L* se corresponde con L2
que tiene una estructura en la que el extremo terminal se convierte en un grupo mercaptoalcanoilo puede producirse
mediante el siguiente procedimiento.
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[Férmula 62]

P 1 a b ¢ 3
H-L -N H-(CHz)n -L-L-L-OP

5
L -OH
P 1 a b ¢
H-L -NH-(CH_)n -L -L -L -(NH-DX) J, 21
10 ¥ p i1 a b ¢ 3
L -L-NH-(CH)n -L-L -L-OP

4
l L -OH 22
21 NH,-DX /
2 p 1 a b ¢ 4 2 p 1 a b ¢
L -L-NH-(CH)n -L -L-L -(NH-DX)  €—— L -L -NH-(CH_}n -L -L -L-OH

2a 23

El compuesto (2a) puede producirse derivatizando el acido carboxilico (21) que tiene el grupo mercapto terminal
para dar un éster activo, anhidrido de acido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (10). Para
la reaccion, también pueden usarse reactivos y condiciones de reaccion que se usan generalmente para la sintesis
de péptidos, y las condiciones de reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para la reacciéon se pueden
seleccionar adecuadamente de entre los descritos para la sintesis del compuesto (4).

Ademas, el compuesto (23) puede producirse derivatizando el compuesto (21) para dar un éster activo, anhidrido de
acido mixto, haluro de acido, o similares, haciéndolo reaccionar con el compuesto (15), y desprotegiendo el grupo
protector para el grupo carboxi del compuesto (22) obtenido.

El compuesto (2a) puede producirse derivatizando el compuesto (23) para dar un éster activo, anhidrido de acido
mixto, haluro de acido, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en presencia de una base. Para la
reaccion, también pueden usarse reactivos y condiciones de reaccion que se usan generalmente para la sintesis de
péptidos, y las condiciones de reaccion, reactivos, base y disolvente inerte usados para la reaccion se pueden
seleccionar adecuadamente de entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

7. Procedimiento de produccion 7

En lo sucesivo en el presente documento, se describe con detalle el procedimiento para producir el compuesto (10c)
que tiene n' = 1, L* = O y L° = CR*-R®) en el intermedio de produccion (10) descrito en el procedimiento de
produccion 4. El compuesto representado por la formula (10c), una sal o un solvato del mismo puede producirse de
acuerdo con el siguiente procedimiento, por ejemplo.

[Férmula 63]

HO-CR¥(-R3)-C(=0}-0P® Reaccion de
(25) desproteccion
P%-X-NH-CH,-O-L = P5X-NH-CH,-0-CR¥(-R})-C(=0)-0P% —
(24) (26}
H,N-DX Reaccién de
, desproteccion
P-X-NH-CH,-0-CR¥-R?-C(=0)-OHK . PS-X-NH-CH,-0-CRY(-RY-C(=0)-(NH-DX) - -
(27 (28)
P”.Y-OH Reaccion de
(30) desproteccion
30
H-X-NH-CH,-0-CR(-R%-C(=0)-(NH-DX) ————— P7-LP-NH-CH,-0-CR}(-R%-C(=0)-(NH-DX) - -
(29} (9¢)

H-L"-NH-CH,-0-CR*(-R%)-C(=0)-(NH-DX)
(10c)

En la formula, LP, R2, y R® son como se han definido anteriormente, L representa un grupo acetilo, un atomo de
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hidrégeno, o similares, X e Y representan, cada uno, un oligopéptido que consiste en 1 a 3 aminoacidos, p° y P’
representan, cada uno, un grupo protector para un grupo amino, y pt representa un grupo protector para un grupo
carboxi.

Un compuesto representado por la férmula (24) puede producirse usando o aplicando el procedimiento descrito en la
patente japonesa abierta a inspeccién publica n.° 2002-60351 o la literatura (J. Org. Chem., Vol. 51, pagina 3196,
1986) v, si es necesario, retirando los grupos protectores o modificando los grupos funcionales. Como alternativa,
este también puede obtenerse tratando un aminoacido con un grupo amino terminal protegido o amida de acido de
oligopéptido con un grupo amino protegido con aldehido o cetona.

Haciendo reaccionar el compuesto (24) con el compuesto (25) que tiene un grupo hidroxilo a una temperatura que
varia desde con enfriamiento a temperatura ambiente en un disolvente inerte en presencia de un acido o una base,
puede producirse el compuesto (26). Los ejemplos del acido que puede usarse incluyen acido inorganico tal como
acido fluorhidrico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y acido borico; un acido organico tal
como acido acético, acido citrico, acido paratolueno sulfénico y acido metano sulfénico; y un acido de Lewis tal como
tetrafluoroborato, cloruro de cinc, cloruro de estafo, cloruro de aluminio y cloruro de hierro. El acido paratolueno
sulfénico es particularmente preferible. Con respecto a la base que se va a usar, puede seleccionarse y usarse
adecuadamente una cualquiera de las bases anteriormente mencionadas. Los ejemplos preferidos de las mismas
incluyen un alcoxido de metal alcalino tal como terc-butdxido potasico, un hidroxido de metal alcalino tal como
hidréxido sédico e hidroxido potasico; hidruro de metal alcalino tal como hidruro sédico e hidruro potasico; base
organometalica representada por dialquilamino litio tal como diisopropilamida de litio; y base organometalica de bis-
sililamina tal como bis(trimetilsilillamida de litio. Los ejemplos del disolvente que se va a usar para la reaccion
incluyen un disolvente de éter tal como tetrahidrofurano y 1,4-dioxano; y un disolvente de hidrocarburo aromatico tal
como benceno y tolueno. Esos disolventes pueden prepararse como una mezcla con agua. Ademas, el grupo
protector para un grupo amino como se ilustra mediante P° no ésta particularmente limitado si este es un grupo
usado habitualmente para la proteccion de un grupo amino. Los ejemplos representativos incluyen los grupos
protectores para un grupo amino que se describen en el procedimiento de produc0|on 4. Sin embargo, en la presente
reaccion, el grupo protector para un grupo amino como se ilustra mediante P° puede retirarse por escision. En tal
caso, es necesario realizar una reaccidon con un reactivo adecuado para proteger un grupo amino segun pueda
requerirse.

El compuesto (27) puede producirse retirando el grupo protector P del compuesto (26). En el presente documento
aunque los ejemplos representativos del grupo protector para un grupo carboxi como se ilustra medlante P° se
describen en el procedlmlento de produccion 4, es deseable en este caso que el grupo protector p° para un grupo
amino y el grupo protector P® para un grupo carboxi sean los grupos protectores que pueden retirarse mediante un
procedlmlento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye una combinacion
en la que P° es un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo y P° es un grupo bencilo. Los grupos protectores pueden
seleccionarse dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un compuesto que tiene un grupo amino y un grupo
carboxi que se va a proteger. Para la retirada de los grupos protectores, los reactivos y condiciones se seleccionan
dependiendo del grupo protector.

El compuesto (29) puede producirse derivatizando el acido carboxilico (27) para dar un éster activo, anhidrido de
acido mixto, haluro de acido, o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) y una sal farmacologlcamente
aceptable del mismo para producir el compuesto (28) seguido de retirar el grupo protector P° del compuesto (28)
obtenido. Para la reaccion entre el compuesto (4) y el acido carboxilico (27) y la reacciéon para retirar el grupo
protector PS, pueden usarse los mismos reactivos y condiciones de reaccion que los descritos para el procedimiento
de producuon 4.

El compuesto (10c) puede producirse haciendo reaccionar el compuesto (29) con un aminoacido con grupo amino
terminal protegldo o el oligopéptido (30) con un grupo amino protegido para producir el compuesto (9c) y retirando eI
grupo protector P’ del compuesto (9c) obtenido. El grupo protector para un grupo amino como se ilustra mediante P’
no ésta particularmente limitado si este se usa generalmente para la proteccién de un grupo amino. Los ejemplos
representativos del mismo incluyen los grupos protectores para un grupo amino que se describen en el
procedimiento de produccion 4. Para retirar el grupo protector, los reactivos y condiciones se seleccionan
dependiendo del grupo protector. Para la reaccién entre el compuesto (29) y el compuesto (30), pueden emplearse
reactivos y condiciones de reaccidon que se usan habitualmente para la sintesis de péptidos. EI compuesto (10c)
producido mediante el procedimiento anteriormente mencionado puede derivatizarse para dar el compuesto (1) de la
presente invencion de acuerdo con el procedimiento anteriormente descrito.

8. Procedimiento de produccion 8

Enlo suceswo enel presente documento se describe con detalle el procedimiento para producir el compuesto (2c)
que tiene n' = 1, L* = O y L° = CR¥-R% en el intermedio de produccién (2) descrito en el procedimiento de
produccién 4. EI compuesto representado por la formula (2c), una sal o un solvato del mismo puede producirse de
acuerdo con el siguiente procedimiento, por ejemplo.
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[Férmula 64]

Reaccion de L¥-(>-0H Reaccion de
desproteccién (11) desproteccion
pi-z-0p? » H-Z-OP® ————— = |1 [2.7.0p? - | M2-7-OH
(31) (32) (33) (34)

H-X-NH-CH,-0-CR*(-R%)-C{=0)-(NH-DX)

(29) Lo 24P
» | M-[%-L"-NH-CH,-0-CR*(-R%)-C{=0}-(NH-DX)
(2¢)
En la formula, L", L?, L, y R® son como se han definido anteriormente, Z representa un oligopéptido que consiste

en1a3l ammoamdos P representa un grupo protector para un grupo amino, y P° representa un grupo protector
para un grupo carboxi.

El compuesto (33) puede producirse retirando el grupo protector P® del aminoacido u oligopéptido (31) con grupo
amino terminal protegido y grupo carboxi para producir el compuesto (32) y haciendo reaccionar la forma de amina
obtenida (32) con el compuesto (11). El grupo protector para un grupo amino como se ilustra mediante P® no ésta
particularmente limitado si este es un grupo usado habitualmente para la proteccion de un grupo amino. Los
ejemplos representativos incluyen los grupos protectores para un grupo amino que se describen en el procedimiento
de produccion 4. Ademas, para retirar el grupo protector P%, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse
dependiendo del grupo protector. Para la reaccion entre el compuesto (32) y el acido carboxilico (11), pueden usarse
los mismos reactivos y condiciones de reaccion que los descritos para el procedimiento de produccion 4.

El intermedio de produccion (2c) puede producirse retirando el grupo protector PY del compuesto (33) para producir
el compuesto (34) y haciendo reaccionar el acido carboxilico (34) obtenido con el compuesto (29). Los ejemplos
representativos del grupo protector para un grupo carboxi como se ilustra mediante P se describen en el
procedimiento de produccion 4. Para la reaccion de desproteccion del mismo, pueden usarse los mismos reactivos y
condiciones de reaccidén que los descritos para el procedimiento de producciéon 4. Para la reaccion entre el
compuesto (29) y el acido carboxilico (34), también pueden usarse reactivos y condiciones de reaccion que se usan
generalmente para la sintesis de péptidos. EI compuesto (2c) producido mediante el procedimiento anteriormente
mencionado puede derivatizarse para dar el compuesto (1) de la presente invencién de acuerdo con el
procedimiento anteriormente descrito.

9. Procedimiento de produccion 9

Enlo suceswo en el presente documento se describe con detalle el procedimiento para producir el compuesto (17¢)
que tiene n' = 1, L* = O y L° = CR*-R®) en el intermedio de produccion (17) descrito en el procedimiento de
produccion 4. El compuesto representado por la formula (17c), una sal o un solvato del mismo también puede
producirse de acuerdo con el siguiente procedimiento, por ejemplo.

[Férmula 65]

Reaccion de

7_ -
desproteccion P/-Y-OH
P5-X-NH-CH,-0-CR*(-R?}-C(=0}-Op®———————  H-X-NH-CH,-O-CR’(-R%)-C(=0}-CP® (30)
(26) (35)
Reaccion de L¥-L%-OH
desproteccion (11D
P7-LP-NH-CH,-O-CR¥-R%)-C(=0)-OPE - H-L-NH-CH,-0-CR*(-R?)-C(=0)-OH
(36) (37)

L"'-L3-L"-NH-CH,-0-CR*(-R%)-C(=0)-OH
{(17¢)
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En la férmula, L1', L2, LP, R2, R3, X, Y, P5, p° y P’ son como se han definido anteriormente.

El compuesto (36) puede producirse desprotegiendo el grupo protector p° para el grupo amino del compuesto (26)
con grupo amino terminal protegido y grupo carboxi para producir el compuesto (35) y haciendo reaccionar la forma
de amina obtenida (35) con el oligopéptido (30) con grupo amino terminal protegido o grupo amino protegido. El
grupo protector para un grupo amino como se ilustra mediante P° no ésta particularmente limitado si este es un
grupo usado habitualmente para la proteccion de un grupo amino. Los ejemplos representativos incluyen los grupos
protectores para un grupo amino que se describen en el procedimiento de produccion 4. Ademas, para retirar el
grupo protector P°, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector. En el
presente documento, aunque los ejemplos representativos del grupo protector para un grupo carboxi como se ilustra
mediante P° y el grupo protector para un grupo amino como se ilustra mediante P’ incluyen los grupos protectores
para un grupo carboxi y un grupo amino que se describen en el Procedimiento de produccion 4, es deseable que el
grupo protector = para un grupo carboxi y el grupo protector P* para un grupo amino sean los grupos protectores
que pueden retirarse mediante el mismo procedimiento o las mismas condiciones. Por ejemplo, un ejemplo
representativo incluye una combinaciéon en la que P° es un grupo éster bencilico y P” es un grupo benciloxi
carbonilo.

El compuesto (37) puede producirse retirando el grupo protector = para el grupo carboxi del compuesto (36) y el
grupo protector P* para el grupo amino del compuesto (36). El compuesto (37) también puede producirse retirando
secuencialmente el grupo protector = para el grupo carboxi y el grupo protector P’ para el grupo amino, o el
compuesto (37) puede producirse retirando al mismo tiempo ambos de los grupos protectores P y P’ que pueden
retirarse mediante el mismo procedimiento o las mismas condiciones.

El compuesto (17c) puede producirse haciendo reaccionar el compuesto obtenido (37) con el compuesto (11). Para
la reaccion entre el compuesto (37) y el compuesto (11), pueden usarse los mismos reactivos y condiciones de
reaccion que los descritos para el procedimiento de produccion 4.

En lo anterior, el compuesto representado por la siguiente formula:

[Férmula 66]

H 0
i —N
Anticuerpo )’__<:>_ CHo=N |
o
0

se describe como un intermedio de produccion util para producir el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente
invencion. Ademas, un grupo de compuestos representada por la siguiente formula:

Q-(CH2)n%-C(=0)-L?2-LP-NH-(CH2)n"-L*L -L°-(NH-DX)

también son compuestos que sirven como intermedios de produccion utiles para producir el conjugado de anticuerpo
- farmaco de la presente invencion.

Especificamente, en la formula anterior, Q es (maleimid-N-il)-,

n® es un nimero entero de 2 a 5,

L% representa -NH-(CH,-CH2-O)n>-CHa-CH,-C(=0)- 0 un enlace sencillo,

en el que n® representa un nimero entero de 2 a 4, L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG,
n' representa un numero entero de 0 a 6,

L? representa -O- o un enlace sencillo,

L® representa -CR%(-R®)- 0 un enlace sencillo,

en el que R? y R® representan, independientemente cada uno, un atomo de hidrégeno,

L° representa -C(=O)-,

(maleimid-N-il)- es un grupo que tiene una estructura representada por la siguiente formula:

[Férmula 67]

(en la férmula, el atomo de nitrégeno es la posicion de conexion), y -(NH-DX) es un grupo que tiene una estructura
representada por la siguiente férmula:

47



10

15

20

25

30

35

40

ES 2671 644 T3

[Férmula 69]

(en la férmula, el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es la posicién de conexion).

Ademas, con respecto al -NH-(CHz)I’I1-La-Lb-, un compuesto de -NH-CH;CH,-, -NH-CH,CH,CH,-, -NH-
CH2CH2CH2CH2-, -NH-CH2CH2CH2CH2CH2-, -NH-CH,-O-CH2- o -NH-CH,CH»-O-CH»- se prefiere como un
intermedio de produccion. Un compuesto de NH-CH2CH2CHa-, -NH-CH3-O-CHa- 0 -NH-(CH>),-O-CH2-C(=0)- es mas
preferido.

Un compuesto en el que L% es un enlace sencillo o n° es un nimero entero de 2 a 4 se prefiere como un intermedio
de produccién.

Un compuesto en el que n® es un nimero entero de 2 a 5, L es un enlace sencillo y -NH-(CHo)n"-L?-L°- es -NH-
CH2CHz-, -NH-CH2CH>CH;-, -NH-CH>CH;CH2CH>-, -NH-CH2CH,CH2CH>CH;-,-NH-CH2-O-CH3- o -NH-CH2CH,-O-
CHa- se prefiere como un intermedio de produccién. Un compuesto en el que -NH-(CHz)I’I1-La-Lb- es -NH-CH,CHy-, -
NH-CH,CH,CH>-, -NH-CH>-O-CH,- o -NH-CH,CH,-O-CH,- es mas preferido. Un compuesto en el que n® es un
numero entero de 2 o 5 se prefiere adicionalmente.

Ademas, un compuesto en el que n® es un nimero entero de 2 a 5, L?* es -NH-(CHa-CH,-0)n°-CH2-CH2-C(=0)-, n°

es un niimero entero de 2 a 4, y -NH-(CH2)n"-L?-L"- es -NH-CH2CH,-, -NH-CH,CH2CHa-, -NH-CH,CH,CH2CHa-, -NH-
CH2CH2CH2CH2CH2-,-NH-CH»-O-CH2- o -NH-CH2CH2-O-CH,- se prefiere como un intermedio de produccién. Un
compuesto en el que n° es un nimero entero de 2 0 4 es mas preferido. Un compuesto en el que -NH-(CHz)I’I1-La-Lb-
es -NH-CH,CH,CHj>-, -NH-CH>-O-CH_- o0 -NH-CH,CH,-O-CHj,- se prefiere adicionalmente.

De manera mas especifica, los siguientes son compuestos preferidos como intermedios de produccion.
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH>-C(=0)-(NH-DX)

(maleimid-N-il)-CH2CH3-(=0)-GGF G-NH-CH;CH>CH>-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH>CH2CH>CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH;CH>CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH»-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH>CH,CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2.CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH,0-CH,CH;0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH2-C(=0)-(NH-DX)
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH,0-CH>CH;0-CH;CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

(maleimid-N-iI)-CH2CH2—C(=O)-N H-CH2CHzo-CH2CHzo-CH2CH20-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-GGFG-N H-
CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)

Mientras tanto, el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencién, cuando el mismo se deja al aire o se
recristaliza, puede absorber humedad para tener agua de adsorcidon o convertirse en un hidrato, y también se
incluyen en la presente invencion tal compuesto y una sal que contiene agua.

Un compuesto etiquetado con diversos isotopos radiactivos o no radiactivos también se incluye en la presente
invencion. Uno o mas atomos que constituyen el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion pueden
contener un is6topo atémico en una relacion no natural. Los ejemplos del isétopo atémico incluyen deuterio (?H),
tritio (*H), yodo-125 ('®l) y carbono-14 (**C). Ademas, el compuesto de la Eresente invencion se puede eti%uetar
radiactivamente con un isétopo radiactivo tal como tritio (°*H), yodo-125 ('*1), carbono-14 ('*C), cobre-64 (**Cu),
zirconio-89 (¥°zr), yodo-124 ('#1), fluor-18 (*®F), indio-111 (*"'l), carbono-11 (*'C) y yodo-131 ("*'l). El compuesto
etiquetado con un isétopo radiactivo es util como un agente terapéutico o profilactico, un reactivo para investigacion
tal como un reactivo de ensayo y un agente para diagnostico tal como un agente de obtencién de imagenes de
diagnéstico in vivo. Sin relacion con la radiactividad, cualquier tipo de variante de isétopo del conjugado de
anticuerpo - farmaco de la presente invencion esta dentro del ambito de la presente invencion.
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[Farmacos]

El conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencién muestra una actividad citotdxica contra células
cancerosas Y, por lo tanto, este puede usarse como un farmaco, particularmente como un agente terapéutico y/o
agente profilactico para el cancer.

Los ejemplos del tipo de cancer al que se aplica el conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion
incluyen cancer de pulmén, cancer de rifidn, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de préstata, glioblastoma
multiforme, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de higado, cancer de vejiga,
cancer de estdmago o cancer de eséfago, sin embargo, este no se limita a los mismos siempre que sea una célula
cancerosa que expresa, en una célula cancerosa como un sujeto de tratamiento, una proteina que puede ser
reconocida por el anticuerpo dentro del conjugado de anticuerpo - farmaco.

El conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion puede administrarse preferentemente a un mamifero,
pero este se administra mas preferentemente a un ser humano.

Las sustancias usadas en una composicion farmacéutica que contiene conjugado de anticuerpo - farmaco de la
presente invencion pueden seleccionarse y aplicarse adecuadamente a partir de aditivos de formulacién o similares
que se usan generalmente en la técnica, a la vista de la dosificacion o concentracion de administracion.

El conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion puede administrarse como una composicion
farmacéutica que contiene al menos un ingrediente farmacéuticamente adecuado.

Por ejemplo, la composicion farmacéutica anterior tipicamente contiene al menos un vehiculo farmacéutico (por
ejemplo, liquido esterilizado), por ejemplo, agua y aceite (crudo de petréleo y aceite de origen animal, origen vegetal
u origen sintético (el aceite puede ser, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de
sésamo o similares)). El agua es un vehiculo mas tipico cuando la composicion farmacéutica anterior se administra
por via intravenosa. También pueden usarse solucién salina, una solucidon acuosa de dextrosa y una solucion
acuosa de glicerol como un vehiculo liquido, en particular, para una solucién en inyeccién. Se conoce en la técnica
un vehiculo farmacéutico adecuado. Si se desea, la composicidn anterior también puede contener una cantidad traza
de un agente humectante, un agente emulsionante o un agente de tamponamiento de pH. Se describen algunos
ejemplos de vehiculo farmacéutico adecuado en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" de E. W. Martin. Las
formulaciones se corresponden con un modo de administracion.

Se conocen diversos sistemas de administracion, y estos pueden usarse para administrar el conjugado de
anticuerpo - farmaco de la presente invencion. Los ejemplos de la ruta de administracion incluyen las rutas
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea, pero sin limitarse a las mismas. La
administracion puede realizarse mediante inyeccidon o inyeccion en bolo, por ejemplo. De acuerdo con una
realizacion preferida especifica, la administracion del conjugado de anticuerpo - farmaco se realiza mediante
inyeccion. La administracion parenteral es una ruta de administracion preferida.

De acuerdo con una realizacién representativa, la composicion farmacéutica se prescribe, como una composicion
farmacéutica adecuada para la administracion intravenosa a un ser humano, de acuerdo con los procedimientos
convencionales. La composiciéon para la administracién intravenosa es tipicamente una solucién en una soluciéon
tampon acuosa estéril e isoténica. Si fuera necesario, el farmaco puede contener un agente solubilizante y un
anestésico local para aliviar el dolor en un sitio de inyeccion (por ejemplo, lignocaina). Generalmente, el ingrediente
anterior se proporciona individualmente como uno cualquiera de polvo liofilizado o un concentrado anhidro contenido
en un recipiente que se obtiene mediante sellado en una ampolla o un sobre que tiene una cantidad del agente
activo o como una mezcla en una forma de dosificacion unitaria. Cuando el farmaco se va a administrar mediante
inyeccion, este puede administrarse a partir de una botella de inyeccidon que contiene agua o solucién salina de
calidad farmacéutica estéril. Cuando el farmaco se administra mediante inyeccion, puede proporcionarse una
ampolla de agua estéril o solucion salina para su inyeccion de tal modo que los ingredientes anteriormente
mencionados se mezclan entre si antes de la administracion.

La composicidon farmacéutica de la presente invencion puede ser una composicién farmacéutica que contiene solo el
conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencion o una composicion farmacéutica que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco y al menos un agente para tratar el cancer que no sea el conjugado. El
conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencién puede administrarse con otro agente para tratar el
cancer. El efecto anti-cancerigeno puede potenciarse en consecuencia. Otro agente anti-cancerigeno usado para tal
fin puede administrarse a un individuo de forma simultanea con, por separado de o subsiguientemente al conjugado
de anticuerpo - farmaco, y este puede administrarse al tiempo que se varia el intervalo de administracién para cada
uno. Los ejemplos del agente para tratar el cancer incluyen abraxano, carboplatino, cisplatino, gemcitabina,
irinotecan (CPT-11), paclitaxel, pemetrexed, sorafenib, vinorelbina, farmacos descritos en la publicacién internacional
n.° WO 2003/038043, analogos de LH-RH (leuprorelina, goserelina, o similares), fosfato de estramustina,
antagonista de estrogenos (tamoxifeno, raloxifeno, o similares), y un inhibidor de la aromatasa (anastrozol, letrozol,
exemestano, o similares), pero este no esta limitado siempre que el mismo sea un farmaco que tiene una actividad
antitumoral.
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La composicién farmacéutica puede formularse en una formulacion de liofilizaciéon o una formulacion liquida como
una formulacién que tiene una composicion deseada y una pureza requerida. Cuando se formula como una
formulacion de liofilizacion, esta puede ser una formulacién que contiene aditivos de formulaciéon adecuados que se
usan en la técnica. También para una formulacion liquida, esta puede formularse como una formulacién liquida que
contiene diversos aditivos de formulaciéon que se usan en la técnica.

La composicion y la concentracion de la composicion farmacéutica pueden variar dependiendo del procedimiento de
administracion. Sin embargo, el conjugado de anticuerpo - farmaco contenido en la composicién farmacéutica de la
presente invencion puede mostrar el efecto farmacéutico incluso a una dosificacion pequefia cuando el conjugado de
anticuerpo - farmaco tiene una afinidad mas alta por un antigeno, es decir, una afinidad mas alta (= valor de Kd mas
bajo) en términos de la constante de disociacion (es decir, valor de Kd) para el antigeno. De ese modo, para
determinar la dosificacion del conjugado de anticuerpo - farmaco, la dosificacion puede determinarse a la vista de
una situacion en relacion con la afinidad entre el conjugado de anticuerpo - farmaco y antigeno. Cuando el
conjugado de anticuerpo - farmaco de la presente invencién se administra a un ser humano, por ejemplo,
aproximadamente 0,001 a 100 mg/kg pueden administrarse una vez o administrarse varias veces con un intervalo de
una vez durante de 1 a 180 dias.

Ejemplos

La presente invencion se describe especificamente a la vista de los ejemplos mostrados posteriormente. Sin
embargo, la presente invencién no se limita a los mismos. Ademas, esta no se ha de interpretar en modo alguno en
un sentido limitado. Ademas, a menos que especificamente se describa lo contrario, el reactivo, disolvente, y
material de partida descritos en la memoria descriptiva pueden obtenerse facilmente a partir de un proveedor
comercial.

Ejemplo de referencia 1 Anticuerpo M30-H1-L4

De anticuerpos humanizados de un anticuerpo anti-B7-H3, un anticuerpo compuesto por una cadena pesada que
consiste en una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 471 en la SEQ ID NO: 9y
una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 21 a 233
en la SEQ ID NO: 16 se produjo de acuerdo con un procedimiento conocido en la técnica para producir anticuerpo
anti-B7-H3 humanizado designado como un anticuerpo M30-H1-L4 (o al que se hace referencia simplemente como
"M30-H1-L4").

Ejemplo de referencia 2 Anticuerpo M30-H1-L4P

La modificacion de un glicano unido al anticuerpo M30-H1-L4 obtenido anteriormente se reguldé mediante
desfucosilacién de acuerdo con un procedimiento conocido en la técnica para producir anticuerpo con la
modificacion regulada de un glicano designado como un anticuerpo M30-H1-L4P (o al que se hace referencia
simplemente como "M30-H1-L4P").

Ejemplo de referencia 3 Anticuerpo anti-CD30

Un anticuerpo anti-CD30 se produjo con referencia a la publicacion nacional de la solicitud de patente internacional
n.° 2005-506035. Su secuencia se muestra en las SEQ ID NO: 27 y 28.

Ejemplo de referencia 4 Anticuerpo anti-CD33

Un anticuerpo anti-CD33 se produjo con referencia a la patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° 8-48637.
Su secuencia se muestra en las SEQ ID NO: 29 y 30.

Ejemplo de referencia 5 Anticuerpo anti-CD70

Un anticuerpo anti-CD70 se produjo con referencia a la publicacion nacional de la solicitud de patente internacional
n.° 2008-538292. Su secuencia se muestra en las SEQ ID NO: 31y 32.

Ejemplo 1 4-Amino-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo0-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]butanamida
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[Férmula 70]

HN O

HO O

Proceso 1: (4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJaminol-4-oxobutil)carbamato de terc-butilo

Se disolvio acido 4-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (0,237 g, 1,13 mmol) en diclorometano (10 ml), Se afadieron
N-hidroxisuccinimida (0,130 g, 1,13 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (0,216 g, 1,13
mmol), y se agitd durante 1 hora. La solucion de reaccion se afadié6 gota a gota a una solucion de N,N-
dimetilformamida (10 ml) cargada con mesilato del compuesto (4) (0,500 g, 0,94 mmol) y trietilamina (0,157 ml, 1,13
mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 1 dia. El disolvente se retiré a presiéon reducida y el residuo
obtenido se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 8 : 2 (v/v)]
para producir el compuesto del titulo (0,595 g, cuantitativo). RMN H (400 MHz, DMSO-dg) 6: 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz),
1,31 (9H, s), 1,58 (1H, t, J = 7,2 Hz), 1,66 (2H, t, J = 7,2 Hz), 1,82-1,89 (2H, m), 2,12-2,21 (3H, m), 2,39 (3H, s), 2,92
(2H,t, J =6,5 Hz), 3,17 (2H, s), 5,16 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,24 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,59-5,55 (1H, m),
6,53 (1H, s), 6,78 (1H, t, J = 6,3 Hz), 7,30 (1H, s), 7,79 (1H, d, J = 11,0 Hz), 8,40 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (APCI) m/z: 621 (M+H)"

Proceso 2: 4-Amino-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJoutanamida

El compuesto (0,388 g, 0,61 mmol) obtenido en el proceso 1 anterior se disolvié en diclorometano (9 ml). se afadié
acido trifluoroacético (9 ml) y se agité durante 4 horas. El disolvente se retird a presion reducida y los residuos
obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - capa organica repartida de
cloroformo : metanol : agua = 7 : 3 : 1 (v/v/v)] para producir trifluoroacetato del compuesto del titulo (0,343 g,
cuantitativo). Este compuesto se confirmé en el tumor de un ratén portador de cancer que recibié el conjugado de
anticuerpo - farmaco (13) o (14).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,79-1,92 (4H, m), 2,10-2,17 (2H, m), 2,27 (2H, t, J = 7,0
Hz), 2,40 (3H, s), 2,80-2,86 (2H, m), 3,15-3,20 (2H, m), 5,15 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,26 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,42 (2H,
s), 5,54-5,61 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,32 (1H, s), 7,72 (3H, s a), 7,82 (1H, d, J = 11,0 Hz), 8,54 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (APCI) m/z: 521 (M+H)"

Ejemplo 2 Conjugado de anticuerpo - farmaco (1)
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[Férmula 71]
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Proceso 4

L 134
Proceso 1: N-(terc-butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobutil)glicinamida

Se disolvié N-(terc-butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanilglicina (0,081 g, 0,19 mmol) en diclorometano (3 ml), se
afadieron N-hidroxisuccinimida (0,021 g, 0,19 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(0,036 g, 0,19 mmol) y después se agitdé durante 3,5 horas. La solucidon de reaccion se afadié gota a gota a una
solucion de N,N-dimetilformamida (1,5 ml) cargada con el compuesto (0,080 g, 0,15 mmol) del Ejemplo 1, y se agitd
a temperatura ambiente durante 4 horas. El disolvente se retiré a presion reducida y los residuos obtenidos se
purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 8 : 2 (v/v)] para
producir el compuesto del titulo (0,106 g, 73 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) d: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,36 (9H, s), 1,71 (2H, m), 1,86 (2H, t, J = 7,8 Hz), 2,15-
2,19 (4H, m), 2,40 (3H, s), 2,77 (1H, dd, J = 12,7, 8,8 Hz), 3,02 (1H, dd, J = 14,1, 4,7 Hz), 3,08-3,11 (2H, m), 3,16-
3,19 (2H, m), 3,54 (2H, d, J = 5,9 Hz), 3,57-3,77 (4H, m), 4,46-4,48 (1H, m), 5,16 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,25 (1H, d, J
= 18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,55-5,60 (1H, m), 6,53 (1H, s), 7,00 (1H, t, J = 6,3 Hz), 7,17-7,26 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,71
(1H,t,J=5,7Hz), 7,80 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,92 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,15 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,27 (1H, t, J = 5,5 Hz),
8,46 (1H, d, J = 8,2 Hz). EM (APCI) m/z: 939 (M+H)"

Proceso 2: Trifluoroacetato de dlicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-4-oxobutil)glicinamida

El compuesto (1,97 g, 2,10 mmol) obtenido en el proceso 1 anterior se disolvié en diclorometano (7 ml). Después de
afadir acido trifluoroacético (7 ml), se agitdé durante 1 hora. El disolvente se retird a presion reducida, y se cargd con
tolueno para la destilacion azeotropica. los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel
de silice [cloroformo - capa organica repartida de cloroformo : metanol: agua = 7 : 3 : 1 (v/v/v)] para producir €l
compuesto del titulo (1,97 g, 99 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) &: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,71-1,73 (2H, m), 1,82-1,90 (2H, m), 2,12-2,20 (4H, m),
2,40 (3H, s), 2,75 (1H, dd, J = 13,7, 9,4 Hz), 3,03-3,09 (3H, m), 3,18-3,19 (2H, m), 3,58-3,60 (2H, m), 3,64 (1H, d, J =
5,9 Hz), 3,69 (1H, d, J = 5,9 Hz), 3,72 (1H, d, J = 5,5 Hz), 3,87 (1H, dd, J = 16,8, 5,9 Hz), 4,50-4,56 (1H, m), 5,16
(1H, d, J = 19,2 Hz), 5,25 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,55-5,60 (1H, m), 7,17-7,27 (5H, m), 7,32 (1H, s), 7,78-
7,81 (2H, m), 7,95-7,97 (3H, m), 8,33-8,35 (2H, m), 8,48-8,51 (2H, m).

EM (APCI) m/z: 839 (M+H)"

Proceso 3: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-

52



10

15

20

25

30

35

40

ES 2671 644 T3

illamino}-4-oxobutil)glicinamida

A una soluciéon de N,N-dimetilformamida (1,2 ml) del compuesto (337 mg, 0,353 mmol) obtenido en el proceso 2
anterior, se afadieron trietilamina (44,3 ml, 0,318 mmol) y hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (119,7 mg, 0,388
mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se retiré a presion reducida y los residuos
obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol =5 : 1
(v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (278,0 mg, 76 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,12-1,22 (2H, m), 1,40-1,51 (4H, m), 1,66-1,76 (2H, m),
1,80-1,91 (2H, m), 2,05-2,21 (6H, m), 2,39 (3H, s), 2,79 (1H, dd, J = 14,0, 9,8 Hz), 2,98-3,21 (5H, m), 3,55-3,77 (8H,
m), 4,41-4,48 (1H, m), 5,15 (1H, d, J = 18,9 Hz), 5,24 (1H, d, J = 18,9 Hz), 5,40 (1H, d, J = 17,1 Hz), 5,44 (1H, d, J =
17,1 Hz), 5,54-5,60 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,20-7,27 (5H, m), 7,30 (1H, s), 7,70 (1H, t, J = 5,5 Hz), 7,80
(1H, d, J = 11,0 Hz), 8,03 (1H, t, J = 5,8 Hz), 8,08 (1H, t, = 5,5 Hz), 8,14 (1H, d, J = 7,9 Hz), 8,25 (1H, t, J = 6,1 Hz),
8,46 (1H, d, J = 8,5 Hz). EM (APCI) m/z: 1032 (M+H)"

Proceso 4: Conjugado de anticuerpo - farmaco (1)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,0/EDTA usando el Procedimiento
comun C-1'y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) descrito
en el procedimiento de produccion 1. La solucion (1,25 ml) se puso en un tubo de polipropileno de 1,5 mly se cargd
con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,025 ml; 3,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC;
0,109 ml) y una solucién de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 3 anterior
(0,039 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agitd
usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco
con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 40 minutos. A continuacién, una solucién acuosa (0,008 ml) de
NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a la misma y se agitdé a temperatura ambiente para terminar la
reaccion del enlazador de farmaco durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de producciéon 1
(como coeficiente de absorcidn molar, se usaron €a,2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), €a,370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p,280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 13,02 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,1 mg
(73%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,4.

Ejemplo 3 Conjugado de anticuerpo - farmaco (2)
[Férmula 72]

o] H o

7 ° o H
CN\/\/\)LN/\(N\)LN
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (2)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se preparoé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccién 1. La solucion (4,0 ml) se recogié en un tubo de 15 ml y se cargdé con una solucion
acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,118 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo)
y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,200 ml). Después de confirmar
que la solucion tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo
incubando a 37 °C durante 1 hora. Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la
solucién anterior durante 10 minutos a 22 °C, una solucion de dimetilsulféxido (0,236 ml; 9,2 equivalentes por
molécula de anticuerpo) que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del Ejemplo 2 se afiadié a la
misma y se incubd para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A
continuacion, se afadié una solucidn acuosa (0,00471 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) a la misma y se
incubd para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampén) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 17,5 ml de una solucidon que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comun E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p, 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 1,80 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 26,1 mg
(65%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,9.

Ejemplo 4 Conjugado de anticuerpo - farmaco (3)

[Férmula 73]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (3)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,0/EDTA usando el Procedimiento
comun C-1'y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) descrito
en el procedimiento de producciéon 1. La solucion (1,25 ml) se puso en un tubo de polipropileno de 1,5 ml y se cargd
con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,051 ml; 6,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625
ml). Después de confirmar que la solucién tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC;
0,067 ml) y una solucion de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del
Ejemplo 2 (0,085 ml; 10,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion anterior a temperatura ambiente,
esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador
de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 60 minutos. A continuacién, se afiadié una soluciéon
acuosa (0,013 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) a la misma y se agité para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
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solucién tampén) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 1,67 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,02 mg
(80%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,3.

Ejemplo 5 Conjugado de anticuerpo - farmaco (4)

[Férmula 74]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (4)

HO O 75

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,0/EDTA usando el Procedimiento
comun C-1'y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) descrito
en el procedimiento de produccion 1. La solucion (1,25 ml) se puso en un tubo de polipropileno de 1,5 ml y se cargd
con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,051 ml; 6,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC;
0,025 ml) y una soluciéon de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del
Ejemplo 2 (0,127 ml; 15,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion anterior a temperatura ambiente,
esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador
de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 60 minutos. A continuacién, se afiadié una soluciéon
acuosa (0,019 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) a la misma y se agité para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 1,19 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,14 mg
(57%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,5.

Ejemplo 6 Conjugado de anticuerpo - farmaco (5)
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[Férmula 75]
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Casi la totalidad de las cantidades de los conjugados de anticuerpo - farmaco de Ejemplos 4 y 5 se mezclaron y la
solucion se concentré mediante el procedimiento comun A para producir el conjugado de anticuerpo - farmaco del
titulo.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 15,37 mg, y nimero promedio de moléculas de
farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,7.

Ejemplo 7 Conjugado de anticuerpo - farmaco (6)

[Férmula 76]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (6)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD30 producido en el Ejemplo de Referencia 3 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,75) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucion (1,0 ml) se recogidé en un tubo de 2 ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0297 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la solucién anterior a 22 °C durante 10
minutos, una solucion de dimetilsulféxido (0,0593 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 10
mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del Ejemplo 2 se afiadié a la misma y se incubd para conjugar el
enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0119
ml; 18,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6 a la misma y
se incubd para terminar la reacciéon del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos. Purificacion: La
solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como solucion tampon)
descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el conjugado de
anticuerpo - farmaco del titulo.
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Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s04 = 270400 (valor de calculo estimado), €a,370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 0,99 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,94 mg (59%), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,3.

Ejemplo 8 Conjugado de anticuerpo - farmaco (7)
[Férmula 77]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (7)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD30 producido en el Ejemplo de Referencia 3 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,75) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucion (1,0 ml) se recogidé en un tubo de 2 ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 30
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0148 ml; 6,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la soluciéon anterior durante 10 minutos a
22 °C, una solucién de dimetilsulféxido (0,0297 ml; 13,8 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 30
mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del Ejemplo 2 se afiadié a la misma y se incub6 durante 40 minutos a
22 °C para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0178 mi;
27,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6 a la misma y se
incubd para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 270400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 0,99 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,94 mg
(59%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,8.
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Ejemplo 9 Conjugado de anticuerpo - farmaco (8)

[Férmula 78]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (8)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD33 producido en el Ejemplo de Referencia 4 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,66) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucion (1,0 ml) se recogidé en un tubo de 2 ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0297 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 £+ 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la soluciéon anterior durante 10 minutos a
22 °C, una solucion de dimetilsulfoxido (0,0593 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 10
mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del Ejemplo 2 se afadio a la misma y se incubd para conjugar el
enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0119
ml; 18,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6 a la misma y
se incubd para terminar la reacciéon del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos. Purificacion: La
solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como solucion tampon)
descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el conjugado de
anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 256400 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 1,06 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 6,36 mg
(64%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,4.

Ejemplo 10 Conjugado de anticuerpo - farmaco (9)
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[Férmula 79]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (9)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD33 producido en el Ejemplo de Referencia 4 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,66) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucion (1,0 ml) se recogidé en un tubo de 2 ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 30
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0148 ml; 6,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la solucién anterior durante 10 minutos a
22 °C, una solucién de dimetilsulféxido (0,0297 ml; 13,8 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 30
mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del Ejemplo 2 se afiadio a la misma y se incubd para conjugar el
enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0178
ml; 27,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6 a la misma y
se incubd para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 256400 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 0,95 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,70 mg
(57%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,7.

Ejemplo 11 Conjugado de anticuerpo - farmaco (10)
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[Férmula 80]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (10)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD70 producido en el Ejemplo de Referencia 5 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,69) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucion (1,0 ml) se recogidé en un tubo de 2 ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0297 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la solucién anterior a 22 °C durante 10
minutos, una solucion de dimetilsulféxido (0,0593 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 10
mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del Ejemplo 2 se afadio a la misma y se incubd para conjugar el
enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0119
ml; 18,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6 a la misma y
se incubd para terminar la reaccién del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos. Purificacion: La
solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comin D-1 (se us6 ABS como solucion tampon)
descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el conjugado de
anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 262400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,00 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 6,00 mg (60%), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,2.

Ejemplo 12 Conjugado de anticuerpo - farmaco (11)
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[Férmula 81]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (11)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD70 producido en el Ejemplo de Referencia 5 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,69) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucion (1,0 ml) se recogidé en un tubo de 2 ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 30
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0148 ml; 6,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la solucién anterior a 22 °C durante 10
minutos, una solucidn de dimetilsulféxido (0,0297 ml; 13,8 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 30
mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del Ejemplo 2 se afiadié a la misma y se incub6 durante 40 minutos a
22 °C para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0178 mi;
27,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6 a la misma y se
incubd para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 262400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 370 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 0,96 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,76 mg (58
%), y nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,6.

Ejemplo 13 Conjugado de anticuerpo - farmaco (12)
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[Férmula 82]
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Proceso 1: N-[3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-4-oxobutil)glicinamida

El compuesto (80 mg, 0,084 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 2 se hizo reaccionar de la misma forma que
en el proceso 3 del Ejemplo 2 usando propionato de N-succinimidil 3-maleimida (24,6 mg, 0,0924 mmol) en lugar de
hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color
amarillo palido (60,0 mg, 73 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,89 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,70-1,78 (2H, m), 1,81-1,94 (2H, m), 2,12-2,23 (4H, m),
2,42 (3H, s), 2,81 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 3,01-3,15 (3H, m), 3,16-3,23 (2H, m), 3,30-3,35 (1H, m), 3,58-3,71 (6H,
m), 3,71-3,79 (1H, m), 4,44-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J = 19,0 Hz), 5,27 (1H, d, J = 19,0 Hz), 5,43 (1H, d, J = 17,6
Hz), 5,47 (1H, d, J = 17,6 Hz), 5,57-5,63 (1H, m), 6,56 (1H, s), 7,02 (2H, s), 7,17-7,22 (1H, m), 7,22-7,30 (5H, m),
7,34 (1H, s), 7,73 (1H, t, J = 5,6 Hz), 7,83 (1H, d, J = 10,7 Hz), 8,08 (1H, t, J = 5,6 Hz), 8,15 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,30
(2H, dt, J = 18,7, 5,7 Hz), 8,49 9 (1H, d, J = 8,8 Hz).

EM (APCI) m/z: 990 (M+H)*

Proceso 2: Conjugado de anticuerpo - farmaco (12)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 1
anterior, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 4 del
Ejemplo 2. Concentracién de anticuerpo: 12,16 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,5 mg (68%), y niUmero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,4.

Ejemplo 14 Conjugado de anticuerpo - farmaco (13)
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[Férmula 83]
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Proceso 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoillJamino}etoxi)etoxilpropanoil}glicilglicil-L-
fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJaminol-4-oxobultil)glicinamida

El compuesto (100 mg, 0,119 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 2 se hizo reaccionar de la misma forma
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 usando diisopropiletilamina (20,8 pl, 0,119 mmol) en lugar de trietilamina y 3-(2-
(2-(3-maleinimidapropanamida)etoxi)etoxi)propanoato de N-succinimidilo (50,7 mg, 0,119 mmol) en lugar de
hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color
amarillo palido (66,5 mg, 48 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,85 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,65-1,74 (2H, m), 1,77-1,90 (2H, m), 2,07-2,19 (4H, m),
2,30 (2H, t,J = 7,2 Hz), 2,33-2,36 (2H, m), 2,38 (3H, s), 2,76 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 2,96-3,18 (9H, m), 3,42-3,44
(4H, m), 3,53-3,76 (10H, m), 4,43 (1H, td, J = 8,6, 4,7 Hz), 5,14 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,23 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,38
(1H,d,J =17,2 Hz), 5,42 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,52-5,58 (1H, m), 6,52 (1H, s), 6,98 (2H, s), 7,12-7,17 (1H, m), 7,18-
7,25 (4H, m), 7,29 (1H, s), 7,69 (1H, t, J = 5,5 Hz), 7,78 (1H, d, J = 11,3 Hz), 7,98-8,03 (2H, m), 8,11 (1H,d, J=7,8
Hz), 8,16 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,23 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,44 (1H, d, J = 9,0 Hz).

EM (APCI) m/z: 1149 (M+H)"

Proceso 2: Conjugado de anticuerpo - farmaco (13)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 1
anterior, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 4 del
Ejemplo 2. Concentracién de anticuerpo: 12,76 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,9 mg (71%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,4.

Ejemplo 15 Conjugado de anticuerpo - farmaco (14)
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[Férmula 84]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (14)

5 Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 1
del Ejemplo 14, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 4. Concentracién de anticuerpo: 1,60 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,60 mg (77%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,1.

Ejemplo 16 Conjugado de anticuerpo - farmaco (15)

[Férmula 85]
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10 Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (15)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 1
del Ejemplo 14, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 5. Concentracién de anticuerpo: 1,64 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,84 mg (79%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,1.

15 Ejemplo 17 Conjugado de anticuerpo - farmaco (16)
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[Férmula 86]
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Casi la totalidad de las cantidades de los conjugados de anticuerpo - farmaco de Ejemplos 15y 16 se mezclaron y la
solucion se concentré mediante el procedimiento comun A para producir el conjugado de anticuerpo - farmaco del
titulo.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 17,30 mg, y nimero promedio de moléculas de
farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,5.

Ejemplo 18 Conjugado de anticuerpo - farmaco (17)

[Férmula 87]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (17)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccién 1. La solucion (100 ml, 1 g del anticuerpo) se puso en un matraz de 250 ml y se cargo
con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (2,43 ml; 3,6 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y adicionalmente con una solucién acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (5 ml).
Después de confirmar que la solucién tenia un pH cerca de 7,4 usando un pehachimetro, el enlace de disulfuro en
una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (2,14 ml) y una solucion
de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (3,51 ml; 5,2
equivalentes por molécula de anticuerpo) a la soluciéon anterior a temperatura ambiente, se agité con un agitador
para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 130 minutos. A
continuacioén, una solucion acuosa (0,547 ml) de NAC 100 mM se afadié a la misma y se incubd adicionalmente
para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificaciéon: La soluciéon anterior se sometié a purificacion por ultrafiltracion usando un aparato de ultrafiltracion
compuesto por una membrana de ultrafiltracion (Merck Japan, Casete Pellicon XL, Biomax 50 KDa), una bomba de
tubo (Cole-Parmer International, Bomba MasterFlex modelo 77521-40, Cabezal de Bomba modelo 7518-00), y un
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tubo (Cole-Parmer International, Tubo MasterFlex L/S16). Especificamente, al tiempo que se afiadia ABS gota a
gota (un total de 800 ml) como una soluciéon tampoén para la purificacion a la soluciéon de reaccion, se realizé una
purificacion por ultrafiltracion para retirar enlazadores de farmaco no conjugados y otros reactivos de bajo peso
molecular, sustituir también la solucion tampén con ABS, y concentrar adicionalmente la solucion, para producir
aproximadamente 70 ml de una solucion que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p,370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 14,5 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 1,0 g (aproximadamente 100 %), y nimero
promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,5.

Ejemplo 19 Conjugado de anticuerpo - farmaco (18)

[Férmula 88]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (18)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6é 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (5 ml, 50 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 15 ml y se cargd con
una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,135 ml; 4 equivalentes por molécula de
anticuerpo). Después de confirmar que la solucion tenia un pH cerca de 7,4 usando un pehachimetro, el enlace de
disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afadir dimetilsulféxido (0,064 ml) y una solucion
de dimetilsulfoxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,219 ml; 6,5
equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion anterior, se incubd para conjugar el enlazador de farmaco con
el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 90 minutos. A continuacion, una solucion acuosa (0,033 ml; 9,8
equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se afadié a la misma y se incub6 para terminar la
reaccion del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampon) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 19 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,17 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 41 mg (82%), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,0.
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Ejemplo 20 Conjugado de anticuerpo - farmaco (19)

[Férmula 89]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (19)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (4 ml, 40 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 15 ml y se cargd con
una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,140 ml; 5,2 equivalentes por molécula
de anticuerpo). Después de confirmar que la solucién tenia un pH cerca de 7,4 usando un pehachimetro, el enlace
de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora. Conjugacion entre
anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucion de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del
compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,232 ml; 8,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la
solucién anterior, se incub6 para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C
durante 90 minutos. A continuacién, una solucidon acuosa (0,035 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo)
de NAC 100 mM se afadio a la misma y se incubo para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura
ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampon) descrito en el procedimiento de produccién 1 para producir 13 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p2sp = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,36 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 31 mg (77%), y nuimero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,9.

Ejemplo 21 Conjugado de anticuerpo - farmaco (20)
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[Férmula 90]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (20)

Reduccidn del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparo para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBSS O/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se usé 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucién (1,25 ml, 12,5 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se
cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0287 ml; 3,4 equivalentes
por molécula de anticuerpo) y una solucidon acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.;
0,0625 ml). Después de confirmar que la solucién tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de
bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (0,0267 ml) y una solucion
de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,0439 ml; 5,2
equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, se incubd para conjugar el
enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 1 hora. A continuacién, una solucién
acuosa (0,0066 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6é a la misma y se incubd para terminar la
reaccion del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,7 mg (70%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,5.

Ejemplo 22 Conjugado de anticuerpo - farmaco (21)
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[Férmula 91]

Vi
0 o} (o] H O H O
S Ay 0 K M AR o
\\,(\o H o H g H WNH Proceso 1
& B o]
BONE,
NTTR
@)
e
HO ©

55

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (21)

Reduccidn del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparo para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccién 1. La solucion (1,25 ml, 12,5 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se
cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0439 ml; 5,2 equivalentes
por molécula de anticuerpo) (0,0287 ml; 3,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de
hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625 ml). Después de confirmar que la solucién tenia un
pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante
1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,0726 ml; 8,6 equivalentes por molécula
de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, se incuboé para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 1 hora. A continuacion, una solucién acuosa (0,011 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a la misma y se incub6 para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a
temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré6 mediante el procedimiento
comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,3 mg (66%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,5.
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Ejemplo 23 Conjugado de anticuerpo - farmaco (22)

[Férmula 92]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (22)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD30 producido en el Ejemplo de Referencia 3 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBSS O/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,75 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0065 ml; 2,5 equivalentes por
molécula de anticuerpo). El enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (0,0098 ml) y una solucion
de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,0116 ml; 4,5
equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un
rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0017 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afadié a la misma y se incubd adicionalmente para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 270400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 0,86 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,2 mg (54%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 2,5.
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Ejemplo 24 Conjugado de anticuerpo - farmaco (23)

[Férmula 93]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (23)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD30 producido en el Ejemplo de Referencia 3 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,75 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucién (0,35 ml, 3,5 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 mly se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0113 ml; 5 equivalentes por
molécula de anticuerpo). El enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,0204 ml; 9 equivalentes por molécula de
anticuerpo) y propilenglicol (Kanto Chemical Co., Inc., 0,18 ml) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se
agitd usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de
farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacion, una solucién acuosa (0,0031 ml)
de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a la misma y se incubd adicionalmente para terminar la reaccion
del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 270400 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 0,41 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 1,0 mg (29%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,1.
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Ejemplo 25 Conjugado de anticuerpo - farmaco (24)
[Férmula 94]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (24)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD33 producido en el Ejemplo de Referencia 4 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comun B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,66 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0065 ml; 2,5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0058
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (0,0101 ml) y una solucion
de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,0116 ml; 4,5
equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un
rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0017 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afadié a la misma y se incubd adicionalmente para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 256400 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,25 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 3,1 mg (78%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,7.
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Ejemplo 26 Conjugado de anticuerpo - farmaco (25)

[Férmula 95]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (25)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD33 producido en el Ejemplo de Referencia 4 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,66 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0129 ml; 5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,006
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,0233 ml; 9 equivalentes por molécula de
anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103,
fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente
durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0035 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se
afiadié a la misma y se incub6 adicionalmente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura
ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampon) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 256400 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracién de anticuerpo: 1,17 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,9 mg (73%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,3.
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Ejemplo 27 Conjugado de anticuerpo - farmaco (26)

[Férmula 96]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (26)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD70 producido en el Ejemplo de Referencia 5 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,69 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0065 ml; 2,5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0058
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (0,0101 ml) y una solucion
de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 14 (0,0116 ml; 4,5
equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un
rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0017 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afadié a la misma y se incubd adicionalmente para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 262400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,14 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,9 mg (71%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,8.
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Ejemplo 28 Conjugado de anticuerpo - farmaco (27)

[Férmula 97]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (27)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD70 producido en el Ejemplo de Referencia 5 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,69 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0129 ml; 5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,006 6
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucion de dimetilsulfoxido (0,0233
ml; 9 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del
Ejemplo 14 a la solucion anterior a temperatura ambiente, esta se agité6 usando un rotador de tubos (MTR-103,
fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente
durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0035 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se
afiadié a la misma y se incub6 adicionalmente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura
ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 262400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 4964 (valor medido) y €p 370 = 18982 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,13 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,8 mg (71%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,4.
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Ejemplo 29 Conjugado de anticuerpo - farmaco (28)

[Férmula 98]
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Proceso 1: N-[19-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-17-ox0-4,7,10,13-tetraoxo-16-azanonadecan-1-oil]glicilglicil-L-
fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobultil)glicinamida

El compuesto (90 mg, 0,107 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 2 se hizo reaccionar de la misma forma que
en el proceso 3 del Ejemplo 2 usando diisopropiletilamina (18,7 ul, 0,107 mmol) en lugar de ftrietilamina y 1-
maleinimida-3-oxo-7,10,13,16-tetraoxa-4-azanonadecan-19-oato de N-succinimidilo (55,1 mg, 0,107 mmol) en lugar
de hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color
amarillo palido (50 mg, 37 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,85 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,64-1,74 (2H, m), 1,77-1,90 (2H, m), 2,06-2,19 (4H, m),
2,27-2,32 (2H, m), 2,33-2,37 (2H, m), 2,38 (3H, s), 2,72-2,80 (3H, m), 2,96-3,19 (6H, m), 3,39-3,48 (10H, m), 3,52-
3,75 (10H, m), 4,39-4,48 (1H, m), 5,14 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,23 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,38 (1H, d, J = 17,0 Hz), 5,42
(1H, d, J = 17,0 Hz), 5,52-5,58 (1H, m), 6,52 (1H, s), 6,98 (1H, s), 7,13-7,24 (5H, m), 7,29 (1H, s), 7,69 (1H, t, J = 5,5
Hz), 7,78 (1H, d, J = 10,9 Hz), 7,98-8,03 (2H, m), 8,10 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,16 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,23 (1H, t, J =57
Hz), 8,44 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (APCI) m/z: 1237 (M+H)"

Proceso 2: Conjugado de anticuerpo - farmaco (28)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,0/EDTA usando el Procedimiento
comun C-1'y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) descrito
en el procedimiento de produccion 1. La solucion (1,25 ml) se puso en un tubo de polipropileno de 1,5 mly se cargd
con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,025 ml; 3,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC;
0,102 ml) y una solucién de dimetilsulfoxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 anterior
(0,047 ml; 5,5 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agitd
usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco
con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 40 minutos. A continuacion, se afiadié una solucion acuosa (0,009
ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) a la misma y se agité para terminar la reaccion del enlazador de
farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
soluciéon tampén) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
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comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p, 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 13,60 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,5 mg
(76%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,3.

Ejemplo 30 Conjugado de anticuerpo - farmaco (29)

[Férmula 99]
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Proceso 1: N-(terc-butoxicarbonil)B-alanilglicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-
dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-4-
oxobutil)glicinamida

El compuesto (0,839 g, 1,00 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 2 se hizo reaccionar de la misma forma que
en el proceso 1 del Ejemplo 1 usando N-(terc-butoxicarbonil)-B-alanina en Ilugar de acido 4-(terc-
butoxicarbonilamino)butanoico. El producto en bruto obtenido se usé en el siguiente proceso sin purificacion.

Proceso 2: B-Alanilglicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-
hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobutil)glicinamida

El producto en bruto obtenido en el proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 2 del
Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo en forma de un sdlido de color amarillo palido (0,610 g, 67 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 6: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,67-1,77 (2H, m), 1,79-1,92 (2H, m), 2,09-2,22 (4H, m),
2,40 (3H, s), 2,46-2,55 (2H, m), 2,82-2,73 (1H, m), 2,95-3,13 (5H, m), 3,14-3,21 (2H, m), 3,55-3,80 (6H, m), 4,44-4,52
(1H, m), 5,20 (2H, dd, J = 35,0, 19,0 Hz), 5,42 (2H, s), 5,53-5,60 (1H, m), 6,54 (1H, s), 7,14-7,28 (5H, m), 7,31 (1H,
s), 7,67 (2H, s a), 7,72-7,78 (1H, m), 7,80 (1H, d, J = 11,0 Hz), 8,10-8,17 (2H, m), 8,29 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,42 (1H, t,
J=5,7Hz), 8,47 (1H, d, J = 8,6 Hz).

Proceso 3: N-(bromoacetil)-B-alanilglicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobutil)glicinamida

A una solucidon de diclorometano (4,5 ml) de acido 2-bromoacético (96,3 mg, 0,693 mmol), se afiadieron N-
hidroxisuccinimida (79,7 mg, 0,693 mmol) y 1,3-diisopropilcarbodiimida (0,107 ml, 0,693 mmol) y se agité a
temperatura ambiente. La soluciéon de reaccion se afadié a una solucion de N,N-dimetilformamida (4,5 ml) del
compuesto (473 mg, 0,462 mmol) obtenido en el proceso 2 anterior y trietilamina (0,154 ml, 1,11 mmol)a 0 °C y se
agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. La solucion de reaccion se purificé por cromatografia en columna
sobre gel de silice [disolvente de elucion: cloroformo - cloroformo : metanol = 85 : 15 (v/v)]. El sélido obtenido se lavo
con disolvente mixto de cloroformo : metanol : éter dietilico para producir el compuesto del titulo en forma de un
solido de color amarillo palido (191 mg, 40 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,67-1,77 (2H, m), 1,79-1,92 (2H, m), 2,08-2,22 (4H, m),

77



10

15

20

25

30

35

ES 2671 644 T3

2,33 (2H, t, J = 7,0 Hz), 2,40 (3H, s), 2,74-2,83 (1H, m), 2,99-3,12 (3H, m), 3,14-3,21 (2H, m), 3,24-3,30 (2H, m),
3,56-3,77 (6H, m), 3,82 (2H, s), 4,41-4,51 (1H, m), 5,20 (2H, c, J = 18,9 Hz), 5,42 (2H, s), 5,54-5,60 (1H, m), 6,54
(1H, s), 7,15-7,27 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,69-7,74 (1H, m), 7,80 (1H, d, J = 10,9 Hz), 8,06 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,13
(1H, d, J = 7,8 Hz), 8,21-8,34 (3H, m), 8,46 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 1030, 1032 (M+H)"

Proceso 4: Conjugado de anticuerpo - farmaco (29)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,0/EDTA usando el Procedimiento
comun C-1'y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) descrito
en el procedimiento de produccion 1. La solucion (1,25 ml) se puso en un tubo de polipropileno de 1,5 mly se cargé
con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,025 ml; 3,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC;
0,09 ml) y una solucién de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 3 (0,059 ml;
7,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un
rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 40 minutos. A continuacion, se afiadié una solucion acuosa (0,009 ml) de
NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) a la misma y se agité para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a
temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidn molar, se usaron €a,280 = 235300 (valor de calculo estimado), €a,370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p,280 = 5000 (valor promedio medido) y €p,370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 13,9 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,7 mg
(78%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,2.

Ejemplo 31 Conjugado de anticuerpo - farmaco (30)

[Férmula 100]

RSINENGL
3 e N N o]
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o
F N N
7 o

e
HO ©
- n
s
o e} H O H O
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PO )
- o}
s
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Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 3
del Ejemplo 30, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 4. Concentracion de anticuerpo: 1,94 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 11,64 mg (93%), y numero
promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,6.
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Ejemplo 32 Conjugado de anticuerpo - farmaco (31)

[Férmula 101]

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (31)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 3
del Ejemplo 30, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 5.

Concentracion de anticuerpo: 1,90 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 11,40 mg (91%), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,7.

Ejemplo 33 Conjugado de anticuerpo - farmaco (32)

[Férmula 102]

o) o] H ©O H ©
M30-H1-L4P ——/‘LN’\AN’YN\/U\NJéN\/U\N’\/\fO
H H o H o) H WNH

6,0

Casi la totalidad de las cantidades de los conjugados de anticuerpo - farmaco de Ejemplos 31 y 32 se mezclaron y la
solucion se concentré6 mediante el procedimiento comun A para producir el conjugado de anticuerpo - farmaco del
titulo.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 21,06 mg, y nimero promedio de moléculas de
farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,0.
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Ejemplo 34 Conjugado de anticuerpo - farmaco (33)

[Férmula 103]
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Proceso 1: 4-({N°-(terc-butoxicarbonil)-N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]-L-lisilfamino)butanoato de terc-butilo

A una solucion de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) de N°-(terc-butoxicarbonil)-N°-[(9H-fluoren-9-iimetoxi)carbonil]-L-
lisina (1,00 g, 2,14 mmol), N-hidroxisuccinimida (0,370 g, 3,20 mmol) y clorhidrato de éster de acido terc-butil 4-
aminobutanoico (0,830 g, 4,27 mmol), se afadieron clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (0,610
g, 3,20 mmol) y N,N-diisopropiletilamina (0,410 ml, 2,35 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 3 dias. La
solucion de reaccion se diluy6 con acetato de etilo y se lavo con una solucion acuosa de acido citrico al 10 % y una
solucion saturada acuosa de hidrogenocarbonato sodico, y salmuera saturada, y entonces la capa organica se seco
sobre sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se retird a presion reducida para producir el compuesto del titulo en
forma de un sélido incoloro (1,35 g, cuantitativo).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 1,14-1,42 (4H, m), 1,36 (9H, s), 1,37 (9H, s), 1,48-1,67
Hz), 2,84-2,93 (2H, m), 2,99-3,11 (2H, m), 3,84-3,94 (1H, m), 4,18-4,30 (3H, m), 6,76 (1
J=7,3Hz), 7,39-7,45 (3H, m), 7,73 (2H, dd, J = 7,3, 2,7 Hz), 7,85-7,92 (3H, m).

7 (4H, m), 2,18 (2H, t, J = 7,6
H,t, J =54 Hz), 7,33 (2H, t,

Proceso 2: 4-{[N°-(terc-butoxicarbonil)-L-lisilJamino}butanoato de terc-butilo

A una solucién de N,N-dimetilformamida (8,00 ml) del compuesto (1,35 g, 2,22 mmol) obtenido en el proceso 1
anterior, se afadio piperidina (2,00 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 1,5 horas. El disolvente se retird a
presion reducida para producir una mezcla que contiene el compuesto del titulo. La mezcla se usoé para la siguiente
reaccion sin purificacion adicional.

Proceso 3: N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N°-(terc-butoxicarbonil-N-(4-terc-butoxi-4-oxobutil}-L-lisinamida

A una solucién de N,N-dimetilformamida (30,0 ml) de la mezcla (2,22 mmol) obtenida en el proceso 2 anterior, se
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afiadieron N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]-L-valina (1,13 g, 3,32 mmol), N-hidroxisuccinimida (0,310 g, 2,66 mmol)
y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (0,550 g, 2,88 mmol) y se agité a temperatura ambiente
durante 18 horas. La solucion de reaccion se diluyd con acetato de etilo y se lavd con una solucién saturada acuosa
de hidrogenocarbonato sédico y salmuera saturada, y entonces la capa organica se secé sobre sulfato de magnesio
anhidro. El disolvente se retiré a presion reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en
columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 9 : 1 (v/v)] para producir el compuesto del titulo en
forma de un solido incoloro (0,363 g, 23 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,84 (6H, t, J = 6,0 Hz), 1,12-1,64 (8H, m), 1,34 (9H, s), 1,38 (9H, s), 1,90-2,04 (1H,
m), 2,17 (2H, t, J = 7,3 Hz), 2,79-2,90 (2H, m), 2,99-3,09 (2H, m), 3,83-3,91 (1H, m), 4,08-4,44 (4H, m), 6,71 (1H, t, J
=5,4Hz), 7,32 (2H,t,J=7,3 Hz), 7,42 (3H,t,J =7,3 Hz), 7,74 (2H, t, J = 7,0 Hz), 7,85-7,91 (4H, m).

EM (IEN) m/z: 709 (M+H)*

Proceso 4: Formiato de N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N-(3-carboxipropil)-L-lisinamida

Al compuesto (0,363 mg, 0,512 mmol) obtenido en el proceso 3 anterior, se afiadié acido formico (10,0 ml) y se agité
a temperatura ambiente durante 4 horas. El disolvente se retird a presion reducida para producir el compuesto del
titulo. EI compuesto se us6 para la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

Proceso 5: N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N°-(terc-butoxicarbonil)-N-(3-carboxipropil)-L-lisinamida

A una suspension de 1,4-dioxano (5,00 ml) del compuesto (0,512 mmol) obtenido en el proceso 4 anterior, se
afiadieron una solucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato sédico (20,0 ml) y dicarbonato de di-terc-butilo
(0,178 ml, 0,769 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. La solucién de reaccion se diluy6 con
acetato de etilo y se lavé con una solucion acuosa de acido citrico al 10 % y salmuera saturada, y entonces la capa
organica se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se retird a presion reducida para producir el
compuesto del titulo en forma de un sélido incoloro (0,295 g, 88 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,84 (6H, t, J = 6,7 Hz), 1,13-1,39 (4H, m), 1,35 (9H, s), 1,48-1,62 (4H, m), 1,91-
2,04 (1H, m), 2,20 (2H, t, J = 7,3 Hz), 2,80-2,89 (2H, m), 2,99-3,11 (2H, m), 3,87 (1H, dd, J = 8,5, 6,7 Hz), 4,06-4,35
(4H, m), 6,71 (1H, t, J = 6,0 Hz), 7,32 (2H, t, J = 7,6 Hz), 7,39-7,46 (3H, m), 7,74 (2H, t, J = 7,6 Hz), 7,83-7,94 (4H,
m).

EM (IEN) m/z: 653 (M+H)"

Proceso 6: N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N°-(terc-butoxicarbonil)-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-
metil-10,13-dioxo0-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-
oxobutil)-L-lisinamida

Mesilato del compuesto (4) (0,240 g, 0,452 mmol) se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 1 usando el compuesto (0,295 g, 0,452 mmol) obtenido en el proceso 5 anterior en lugar de acido 4-(terc-
butoxicarbonilamino)butanoico para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color naranja palido
(0,208 g, 43 %).

EM (IEN) m/z: 1071 (M+H)"

Proceso 7: L-VaIiI-N6-(terc-butoxicarboniI)-N-(4-{[(1 S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-
hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobutil)-L-lisinamida

El compuesto (0,208 g, 0,194 mmol) obtenido en el proceso 6 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el proceso 2 para producir una mezcla que contiene el compuesto del titulo. La mezcla se us6 para la siguiente
reaccion sin purificacion adicional.

Proceso 8: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]-L-valil-N°-(terc-butoxicarbonil)-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-
fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4°:6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobultil)-L-lisinamida

La mezcla (0,194 mmol) obtenida en el proceso 7 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 3
del Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,133 g, 56 %).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,77 (6H, t, J = 5,7 Hz), 0,87 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,14-1,71 (10H, m), 1,35 (9H, s),
1,77-1,95 (3H, m), 2,02-2,23 (7H, m), 2,40 (3H, s), 2,84 (3H, c, J = 6,4 Hz), 3,05 (2H, d, J = 6,7 Hz), 3,17 (2H, s),
3,26-3,39 (3H, m), 4,01-4,16 (2H, m), 5,15 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,24 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,36-5,48 (2H, m), 5,51-
5,60 (1H, m), 6,52 (1H, s), 6,72 (1H, t, = 6,0 Hz), 6,99 (2H, s), 7,31 (1H, s), 7,71-7,85 (5H, m), 8,41 (1H, d, J = 9,1
Hz).

EM (IEN) m/z: 1041 (M+H)"

Proceso 9: Trifluoroacetato de N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]-L-valil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-
9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-
illaminol-4-oxobutil)-L-lisinamida

A una solucion de diclorometano (10,0 ml) del compuesto (0,110 mg, 0,106 mmol) obtenido en el proceso 8 anterior,
se afadié acido trifluoroacético (4,00 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 5 horas. El disolvente se retird a
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presion reducida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (70,0 mg, 64 %).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,76-0,81 (6H, m), 0,87 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,12-1,31 (4H, m), 1,39-1,56 (8H, m),
1,57-1,74 (3H, m), 1,79-1,96 (3H, m), 2,06-2,18 (7H, m), 2,40 (3H, s), 2,70-2,80 (2H, m), 3,01-3,10 (2H, m), 3,13-3,22
(2H, m), 4,04 (1H, t, J = 7,6 Hz), 4,10-4,20 (1H, m), 5,15 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,24 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,36-5,47
(2H, m), 5,52-5,60 (1H, m), 6,53 (1H, s), 7,00 (2H, s), 7,32 (1H, s), 7,61 (3H, s a), 7,75-7,88 (4H, m), 8,43 (1H, d, J =
8,5 Hz). EM (IEN) m/z: 941 (M+H)"

Proceso 10: Conjugado de anticuerpo - farmaco (33)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 9
anterior, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 2 del
Ejemplo 29. Concentracion de anticuerpo: 12,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,4 mg (67%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,2.

Ejemplo 35 Conjugado de anticuerpo - farmaco (34)

[Férmula 104]
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Proceso 1: N-(3-sulfanilpropanoil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobutil)glicinamida

El compuesto (84,0 mg, 0,100 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 2 se hizo reaccionar de la misma forma
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 usando N-succinimidil 3-mercaptopropionato en lugar de hexanoato de N-
succinimidil 6-maleimida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (61,2
mg, 66 %).

RMN 'H (DMSO-De) 8: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,77-1,66 (2H, m), 1,79-1,92 (2H, m), 2,07-2,24 (4H, m), 2,31-2,47
(3H, m), 2,40 (3H, s), 2,59-2,69 (2H, m), 2,78 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 2,98-3,13 (3H, m), 3,14-3,23 (2H, m), 3,54-
3,79 (6H, m), 4,40-4,50 (1H, m), 5,20 (2H, dd, J = 36,8, 19,2 Hz), 5,36-5,47 (2H, m), 5,52-5,63 (1H, m), 6,54 (1H, s),
7,14-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,68-7,74 (1H, m), 7,80 (1H, d, J = 10,9 Hz), 8,03-8,09 (1H, m), 8,13 (1H,d, J=7,8
Hz), 8,19-8,29 (2H, m), 8,46 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 927 (M+H)"

Proceso 2: Conjugado de anticuerpo - farmaco (34)

Derivatizacion con SMCC de anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se
prepard para tener una concentracion de anticuerpo de 20 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,5/EDTA usando el
procedimiento comun C-2 y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,61 mimg”
1cm'1). La solucion (0,25 ml) se puso en un tubo de 1,5 ml, se cargd con una solucion de DMSO (0,0063 ml; que se
corresponde con aproximadamente 2,55 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene succinimidil-4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato 27,6 mM (SMCC, Thermo Fisher Scientific Inc.) a temperatura ambiente, y
se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. Esta solucidon de reaccién se sometié a purificacion
usando el procedimiento comun D-2 para producir 0,7 ml de una solucidon que contiene aproximadamente 5 mg del
anticuerpo derivatizado con SMCC. Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afadir
DMSO (0,045 ml) y una solucion de DMSO que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 (0,015 mi;
que se corresponde con aproximadamente 2,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucioén anterior a
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temperatura ambiente, esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 16 horas.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) para producir 3,5 ml de una solucidon que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.
Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comun E (como coeficiente de absorcién molar, se usaron
€a,280 = 235300 (valor de calculo estimado), €a,370 = 0 (valor de calculo estimado), €p,280 = 5000 (valor promedio
medido) y €p,370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 3,85 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 0,8 mg (16%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 2,9.

Ejemplo 36 Conjugado de anticuerpo - farmaco (35)

[Férmula 105]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (35)

Derivatizacion con SMCC de anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se
prepard para tener una concentracion de anticuerpo de 20 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,5/EDTA usando el
procedimiento comun C-2 y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,61 mimg”
1cm'1). La solucion (0,25 ml) se puso en un tubo de 1,5 ml, se cargé con una solucién de DMSO (0,0125 ml; que se
corresponde con aproximadamente 5,1 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene succinimidil-4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato 27,6 mM (SMCC, Thermo Fisher Scientific Inc.) a temperatura ambiente, y
se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. Esta solucion de reaccién se sometié a purificacion
usando el procedimiento comun D-2 para producir 0,7 ml de una solucidon que contiene aproximadamente 5 mg del
anticuerpo derivatizado con SMCC.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir DMSO (0,03 ml) y una solucion de DMSO
que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo 35 (0,03 ml; que se corresponde con
aproximadamente 4,8 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta
se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de
farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 16 horas.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) para producir 3,5 ml de una solucidon que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.
Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comun E (como coeficiente de absorcién molar, se usaron
€azs0 = 235300 (valor de calculo estimado), €a 370 = 0 (valor de calculo estimado), €p2s0 = 5000 (valor promedio
medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.
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Concentracion de anticuerpo: 2,43 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 0,5 mg (10%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 4,2.

Ejemplo 37 Conjugado de anticuerpo - farmaco (36)

[Férmula 106]

H O g J’\/\/\/ﬁf’-b
HzN/\'rN\)LH © 0
o]
Proceso 1
Q o] H O
&I—O\I(\/\/‘\)LN/\HIN\)LN N
s} H o H
[¢]
o H @ H
M30-H1-L4F'——||/\/\/\)LN’\“'N\)LN N A
O H o H e}
Proceso 2

3,2

Proceso 1:  N-{8-[(2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi]-8-oxooctanoil}glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-4-oxobutil)glicinamida

El compuesto (84,0 mg, 0,100 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 2 se hizo reaccionar de la misma forma
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 usando suberato de di(N-succinimidilo) en lugar de hexanoato de N-succinimidil 6-
maleimida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (77,1 mg, 71 %).

RMN "H (DMSO-Dg) &: 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,21-1,38 (4H, m), 1,43-1,50 (2H, m), 1,55-1,63 (2H, m), 1,68-1,76
(2H, m), 1,80-1,91 (2H, m), 2,07-2,22 (6H, m), 2,40 (3H, s), 2,60-2,67 (2H, m), 2,76-2,84 (5H, m), 2,97-3,22 (5H, m),
3,566-3,76 (6H, m), 4,40-4,50 (1H, m), 5,20 (2H, c, J = 18,8 Hz), 5,37-5,48 (2H, m), 5,53-5,62 (1H, m), 6,54 (1H, s),
7,15-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,71 (1H, t, J = 5,5 Hz), 7,80 (1H, d, J = 10,9 Hz), 8,04 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,09 (1H, t,
J=59Hz),8,14 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,26 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,47 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 1092 (M+H)"

Proceso 2: Conjugado de anticuerpo - farmaco (36)

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de
Referencia 2 se prepard para tener una concentracion de anticuerpo de 20 mg/ml sustituyendo el medio con
PBS6,5/EDTA usando el procedimiento comun C-2 y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a
280 nm, se uso6 1,61 mlmg'1cm'1). La solucion (0,25 ml) se puso en un tubo de 1,5 ml, se cargd con una solucién de
DMSO que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 anterior (0,025 ml; que se corresponde con
aproximadamente 3,7 equivalentes por molécula de anticuerpo) a temperatura ambiente, y se agité usando un
rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 16 horas. Purificacién: La solucién anterior se sometié a purificacion
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usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como solucidon tampon) para producir 3,5 ml de una solucion que
contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucién se concentré mediante el
procedimiento comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comun E (como coeficiente de absorcién molar, se usaron
€azs0 = 235300 (valor de calculo estimado), €a 370 = 0 (valor de calculo estimado), €p2s0 = 5000 (valor promedio
medido) y €p370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 6,25 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 1,3 mg (26%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,2.

Ejemplo 38 Conjugado de anticuerpo - farmaco (37)

[Férmula 107]

()
)LN W\MN/\[(N\/[L PQLN/\/\(
o

b,

CHO
[ - ]
A/
M30-H1-L4P — |- T/\/\’/\)\ /\I( \/u*ﬁ ‘ N\,/ILN/\/ 0
H
Proceso 1 O o LNH
. A 0
BOBSE
Foso N i
o]
I

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (37)

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de
Referencia 2 se prepard para tener una concentracion de anticuerpo de 20 mg/ml sustituyendo el medio con
PBS6,5/EDTA usando el procedlmlento comun C-2 y el procedimiento comin B (como coeficiente de absorcion a
280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™). La solucién (0,5 ml) se puso en un tubo de 1,5 ml, a continuacién se cargd con
una soluciéon de DMSO que contiene DMSO (0,025 ml) y 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 1 del Ejemplo
37 (0,025 ml; que se corresponde con aproximadamente 7,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) a temperatura
ambiente, y se agité6 usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el
enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 16 horas.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) para producir 3,5 ml de una solucidon que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.
Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comun E (como coeficiente de absorcién molar, se usaron
€azs0 = 235300 (valor de calculo estimado), €a370 = 0 (valor de calculo estimado), €p2s0 = 5000 (valor promedio
medido) y €p,370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 4,36 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 0,9 mg (18%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 4,1.
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Ejemplo 39 Conjugado de anticuerpo - farmaco (38)

[Férmula 108]

o]
Anticuerpo anti-CD30__|('\/\/\)J~
O

Proceso 1
——

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (38)

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: El anticuerpo anti-CD30 producido en el Ejemplo de
Referencia 3 se prepard para tener una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con
PBS6,5/EDTA usando el procedimiento comun C-2 y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a
280 nm, se us6 1,75 mlmg'1cm'1). La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml, a
continuacion se cargd con DMSO (0,017 ml) y una solucion de DMSO que contiene 10 mM del compuesto obtenido
en el proceso 1 del Ejemplo 37 (0,023 ml; que se corresponde con 9 equivalentes por molécula de anticuerpo) a
temperatura ambiente, y se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 4 horas.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) para producir 2,5 ml de una solucidon que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comun E (como coeficiente de absorcién molar, se usaron
€a280 = 270400 (valor de calculo estimado), €a 370 = 0 (valor de calculo estimado), €p 280 = 2670 (valor medido) y €p 370
= 15820 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 0,55
mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 1,4 mg (34%), y nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por
molécula de anticuerpo: 2,7.
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Ejemplo 40 Conjugado de anticuerpo - farmaco (39)

[Férmula 109]

O O H © H ©
&-OY\/\/\/{LNWNJN N\)L N/\/YO
o © H ¢ Ho3 H WNH

Anticuerpo anti-CD33 —

Proceso 1

4,0

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (39)

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: El anticuerpo anti-CD33 producido en el Ejemplo de
Referencia 4 se prepard para tener una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con
PBS6,5/EDTA usando el procedimiento comun C-2 y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a
280 nm, se us6 1,66 mlmg'1cm'1). La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml, a
continuacion se cargd con DMSO (0,017 ml) y una solucién de DMSO que contiene 10 mM del compuesto obtenido
en el proceso 1 del Ejemplo 37 (0,023 ml; que se corresponde con 9 equivalentes por molécula de anticuerpo) a
temperatura ambiente, y se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 4 horas.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) para producir 2,5 ml de una solucidon que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comun E (como coeficiente de absorcién molar, se usaron
€a280 = 256400 (valor de calculo estimado), €a 370 = 0 (valor de calculo estimado), €p 280 = 2670 (valor medido) y €p 370
= 15820 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 0,93
mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,3 mg (58 %), y nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por
molécula de anticuerpo: 4,0.
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Ejemplo 41 Conjugado de anticuerpo - farmaco (40)

[Férmula 110]

o 0
. . N
Anticuerpo antl-CD7O_46|/\/\/\)LN/\g \/U\N

Proceso 1

L —

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (40)

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: El anticuerpo anti-CD70 producido en el Ejemplo de
Referencia 5 se prepard para tener una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con
PBS6,5/EDTA usando el procedimiento comun C-2 y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a
280 nm, se us6 1,69 mlmg'1cm'1). La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml, a
continuacion se cargd con DMSO (0,017 ml) y una solucion de DMSO que contiene 10 mM del compuesto obtenido
en el proceso 1 (0,023 ml; que se corresponde con 9 equivalentes por molécula de anticuerpo) del Ejemplo 37 a
temperatura ambiente, y se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 4 horas.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) para producir 2,5 ml de una solucidon que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comun E (como coeficiente de absorcién molar, se usaron
€a280 = 262400 (valor de calculo estimado), €a 370 = 0 (valor de calculo estimado), €p 280 = 2670 (valor medido) y €p 370
= 15820 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 1,04
mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,6 mg (65%), y nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por
molécula de anticuerpo: 4,1.

Ejemplo 42 2-(2-Aminoetoxi)-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-
1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJacetamida

[Férmula 111]

H
O._N o} H,N (o]
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o >r g O’\g o Proceso 2
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HO O Ned—6
HO O HO ©
Proceso 1: [2-(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-2-oxoetoxi)etil[carbamato de terc-butilo

Mesilato del compuesto (4) (3,10 g, 5,47 mol) se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 1 del Ejemplo
1 usando acido {2-[(terc-butoxicarbonil)amino]etoxi}acético (J. Med. Chem., 1992, vol. 35, pags. 2928) (1,55 g, 6,01
mmol) en lugar de acido 4-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico para producir el compuesto del titulo en forma de un
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solido de color amarillo palido (2,56 g, 73 %). RMN H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,26 (9H, s),
1,81-1,91 (2H, m), 2,13-2,22 (2H, m), 2,40 (3H, s), 3,08-3,26 (4H, m), 3,43-3,53 (2H, m), 4,00 (1H, d, J = 15,1 Hz),
4,05 (1H, d, J = 15,1 Hz), 5,14 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,22 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,40 (1H, d, J = 16,6 Hz), 5,44 (1H, d, J
= 16,6 Hz), 5,59-5,66 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,86 (1H, t, J = 5,4 Hz), 7,31 (1H, s), 7,79 (1H, d, J = 10,9 Hz), 8,49 (1H,
d, J =9,1 Hz).

EM (APCI) m/z: 637 (M+H)"

Proceso 2: 2-(2-Aminoetoxi)-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-
1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illacetamida

El compuesto (1,50 g, 2,36 mol) obtenido en el proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el
proceso 2 del Ejemplo 1 para producir trifluoroclorhidrato del compuesto del titulo en forma de un sélido de color
amarillo palido (1,50 g, cuantitativo). Este compuesto se confirmé en el tumor de un ratéon portador de cancer que
recibio el conjugado de anticuerpo - farmaco (41). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J = 7,5 Hz), 1,81-
1,92 (2H, m), 2,15-2,23 (2H, m), 2,41 (3H, s), 3,05 (2H, t, J = 5,1 Hz), 3,15-3,23 (2H, m), 3,71 (2H, t, J = 5,1 Hz), 4,10
(2H, s), 5,19 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,24 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,43 (2H, s), 5,58-5,66 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,33 (1H, s),
7,73-7,84 (4H, m), 8,55 (1H, d, J = 9,1 Hz).

EM (APCI) m/z: 537 (M+H)"

Ejemplo 43 Conjugado de anticuerpo - farmaco (41)

[Férmula 112]
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Proceso 1: N-(terc-butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-[2-(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJaminol-2-
oxoetoxi)etilglicinamida

El compuesto (554 mg, 0,85 mmol) del Ejemplo 42 se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo (775 mg, 95 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 0,85 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,36 (9H, s), 1,78-1,89 (2H, m), 2,13-2,22 (2H, m), 2,39
(3H, s), 2,71 (1H, dd, J = 13,4, 9,8 Hz), 2,95 (1H, dd, J = 13,4, 4,3 Hz), 3,09-3,23 (1H, m), 3,23-3,32 (2H, m), 3,40-
3,62 (8H, m), 3,73 (1H, dd, J = 16,5, 5,5 Hz), 4,03 (2H, s), 4,39-4,47 (1H, m), 5,17 (1H, d, J = 18,9 Hz), 5,25 (1H, d, J
= 18,9 Hz), 5,41 (1H, d, J = 16,8 Hz), 5,45 (1H, d, J = 16,8 Hz), 5,57-5,64 (1H, m), 6,54 (1H, s), 6,99 (1H, t,J=5,8
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Hz), 7,13-7,26 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,76-7,82 (2H, m), 7,90 (1H, t, J = 5,2 Hz), 8,13 (1H, d, J = 7,9 Hz), 8,27 (1H, t, J
= 5,8 Hz), 8,49 (1H, d, J = 8,5 Hz). EM (APCI) m/z: 955 (M+H)"

Proceso 2: Trifluoroacetato de glicilglicil-L-fenilalanil-N-[2-(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-2-
oxoetoxi)etillglicinamida

El compuesto (630 mg, 0,659 mmol) obtenido en el proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el proceso 2 del Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo (588 mg, 92%).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 0,86 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,79-1,90 (2H, m), 2,13-2,22 (2H, m), 2,39 (3H, s), 2,71
(1H, dd, J = 13,4, 10,1 Hz), 2,99 (1H, dd, J = 13,4, 4,3 Hz), 3,09-3,23 (1H, m), 3,24-3,32 (3H, m), 3,41-3,71 (7H, m),
3,86 (1H, dd, J = 16,8, 5,8 Hz), 4,04 (2H, s), 4,52 (1H, td, J = 9,0, 4,1 Hz), 5,17 (1H, d, J = 18,9 Hz), 5,25 (1H, d, J =
18,9 Hz), 5,41 (1H, d, J = 16,5 Hz), 5,45 (1H, d, J = 16,5 Hz), 5,56-5,65 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,13-7,26 (5H, m), 7,32
(1H, s), 7,80 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,87-8,01 (4H, m), 8,29-8,36 (2H, m), 8,46-8,55 (2H, m).

EM (APCI) m/z: 855 (M+H)"

Proceso 3: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[2-(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-2-oxoetoxi)etillglicinamida

El compuesto (240 mg, 0,247 mmol) obtenido en el proceso 2 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el proceso 3 del Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo (162 mg, 62 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,86 (3H, t, J = 7,6 Hz), 1,13-1,22 (2H, m), 1,40-1,51 (4H, m), 1,78-1,90 (2H, m),
2,09 (2H,t,J = 7,6 Hz), 2,14-2,21 (2H, m), 2,39 (3H, s), 2,74 (1H, dd, J = 13,6, 9,7 Hz), 2,96 (1H, dd, J = 13,6, 4,5
Hz), 3,08-3,24 (1H, m), 3,24-3,30 (1H, m), 3,33-3,40 (4H, m), 3,47-3,68 (7H, m), 3,72 (1H, dd, J = 16,6, 5,7 Hz), 4,03
(2H, s), 4,42 (1H, td, J = 8,6, 4,2 Hz), 5,17 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,25 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,40 (1H, d, J = 17,2 Hz),
5,44 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,57-5,64 (1H, m), 6,52 (1H, s), 6. 99 (2H, s), 7,13-7,25 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,81
(2H, m), 7,99 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,03-8,11 (2H, m), 8,22 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,47 (1H, d, J = 9,1 Hz).

EM (APCI) m/z: 1048 (M+H)"

Proceso 4: Conjugado de anticuerpo - farmaco (41)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 3
anterior, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 2 del
Ejemplo 29. Concentracion de anticuerpo: 12,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,4 mg (67%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,5.

Ejemplo 44 Conjugado de anticuerpo - farmaco (42)

[Férmula 113]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (42)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 3
del Ejemplo 43, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 5.

Concentracion de anticuerpo: 0,83 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 4,98 mg (40%), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,2.
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Ejemplo 45 Conjugado de anticuerpo - farmaco (43)

[Férmula 114]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (43)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 3
del Ejemplo 43, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 4. Concentracion de anticuerpo: 1,06 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 6,36 mg (51%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,3.

Ejemplo 46 Conjugado de anticuerpo - farmaco (44)

[Férmula 115]

H O O
N N N 0
M30-H1-L4P —— N/\/\/\g \)LN/Y \)Lﬁ/\"/ ~Tote

6,6

Casi la totalidad de las cantidades de los conjugados de anticuerpo - farmaco de Ejemplos 44 y 45 se mezclaron y la
solucion se concentré mediante el procedimiento comun A para producir el conjugado de anticuerpo - farmaco del

titulo.
Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,21 mg, y nimero promedio de moléculas de

farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,6.
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Ejemplo 47 Conjugado de anticuerpo - farmaco (45)

[Férmula 116]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (45)

Reduccidn del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparo para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucién (1,25 ml, 12,5 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se
cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0287 ml; 3,4 equivalentes
por molécula de anticuerpo) y una soluciéon acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.;
0,0625 ml). Después de confirmar que la solucién tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de
bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (0,0267 ml) y una solucion
de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del Ejemplo 43 (0,0439 ml; 5,2
equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucidn anterior a temperatura ambiente, se incubd para conjugar el
enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 1 hora. A continuacién, una solucién
acuosa (0,0066 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6é a la misma y se incubd para terminar la
reaccion del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucién se concentré mediante el procedimiento
comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5193 (valor medido) y €p 370 = 20347 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,3 mg (74%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,7.
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Ejemplo 48 Conjugado de anticuerpo - farmaco (46)

[Férmula 117]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (46)

Reduccidn del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparo para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comun B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (1,25 ml, 12,5 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se
cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0439 ml; 5,2 equivalentes
por molécula de anticuerpo) (0,0287 ml; 3,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de
hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625 ml). Después de confirmar que la solucién tenia un
pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante
1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucion de dimetilsulfoxido (0,0726
ml; 8,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 3 del
Ejemplo 43 a la solucién anterior a temperatura ambiente, se incubé para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 1 hora. A continuacién, una solucion acuosa (0,011 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a la misma y se incub6 para terminar la reaccién del enlazador de farmaco a
temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidn molar, se usaron €a,2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), €a,370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p,280 = 5193 (valor medido) y €p,370 = 20347 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,8 mg (62%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,2.

Ejemplo 49 N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida

[Férmula 118]

93



10

15

20

25

30

ES 2671 644 T3

Proceso 1: (3-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJaminol-3-oxopropil)carbamato de terc-butilo

Mesilato del compuesto (4) (500 mg, 0,941 mmol) se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 1 usando N-(terc-butoxicarbonil)-B-alanina en lugar de acido 4-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico para
producw el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo parduzco (616 mg, cuantitativo).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,29 (9H, s), 1,86 (2H, dt, J = 15,1, 7,3 Hz), 2,04-2,22 (2H,
m), 2,31 (2H, t, J = 6,8 Hz), 2,40 (3H, s), 3,10-3,26 (4H, m), 5,15 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,26 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,42
(2H, dd, J = 18,8, 16,4 Hz), 5,57 (1H, dt, J = 8,5, 4,2 Hz), 6,53 (1H, s), 6,78 (1H, t, J = 5,5 Hz), 7,30 (1H, s), 7,80 (1H,
d, J=11,0 Hz), 8,46 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 607 (M+H)*

Proceso 2: N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida

El compuesto obtenido en el proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 2 del
Ejemplo 1 para producir trifluoroacetato del compuesto del titulo en forma de un soélido de color amarillo (499 mg, 86
%).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 5: 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,86 (2H, dquin, J = 14,6, 7,2, 7,2, 7,2, 7,2 Hz), 2,06-2,27
(1H, m), 2,41 (3H, s), 2,46-2,57 (2H, m), 3,08 (2H, t, J = 6,8 Hz), 3,14-3,24 (2H, m), 5,22 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,29
(1H, d, J = 18,8 Hz), 5,43 (2H, s), 5,58 (1H, dt, J = 8,5, 4,5 Hz), 6,55 (1H, s), 7,32 (1H, s), 7,74 (3H, s a), 7,82 (1H, d,
J=11,0 Hz), 8,67 (1H, d, J = 8,6 HZz).

EM (IEN) m/z: 507 (M+H)*

Ejemplo 50 Conjugado de anticuerpo - farmaco (47)

[Férmula 119]
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Proceso 1: N-(terc-butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida

El compuesto (484 mg, 0,780 mmol) del Ejemplo 49 se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 1 del
EJempIo 2 para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (626 mg, 87 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,27-1,42 (9H, m), 1,77-1,93 (2H, m), 2,06-2,22 (2H, m),
2,36 (2H, t, J = 7,2 Hz), 2,40 (3H, d, J = 1,6 Hz), 2,44-2,54 (2H, m), 2,76 (1H, dd, J = 14,5, 10,2 Hz), 3,02 (1H, dd, J =
13,9, 4,5 Hz), 3,12-3,22 (2H, m), 3,52 (6H, d, J = 6,3 Hz), 4,42-4,54 (1H, m), 5,19 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J
=18,4 Hz), 5,42 (1H, dd, J = 18,4, 16,4 Hz), 5,57 (1H, dt, J = 8,7, 4,4 Hz), 6,53 (1H, s), 6,98 (1H, t, J = 5,9 Hz), 7,14-
7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,77-7,84 (1H, m), 7. 91 (1H, t, = 5,5 Hz), 8,16 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,27 (1H, t, J = 5,1
Hz), 8,52 (1H, d, J = 9,0 Hz).

Proceso 2: Trifluoroacetato de glicilglicil-L-fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida
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El compuesto (624 mg, 0,675 mmol) obtenido en el proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el proceso 2 del Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo en forma de un sdlido de color amarillo (626 mg, 92
%).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) 5: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,86 (2H, tt, J = 14,5, 7,2 Hz), 2,07-2,22 (2H, m), 2,36 (2H,
t, J =7,2 Hz), 2,40 (3H, s), 2,44-2,54 (2H, m), 2,75 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 3,04 (1H, dd, J = 13,7, 4,3 Hz), 3,12-
3,22 (2H, m), 3,58 (2H, d, J = 4,7 Hz), 3,69 (3H, td, J = 11,2, 5,7 Hz), 3,87 (1H, dd, J = 17,0, 5,7 Hz), 4,54 (1H, m, J =
17,8, 4,5 Hz), 5,19 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,43 (2H, s), 5,51-5,60 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,14-
7,29 (5H, m), 7,32 (1H, s), 7,81 (1H, d, J = 10,9 Hz), 7,88 (1H, t, J = 5,7 Hz), 7,97 (3H, s a), 8,29-8,38 (2H, m), 8,50
(1H, t, J =5,7 Hz), 8,55 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 825 (M+H)"

Proceso 3: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]lglicilglicil-L-fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-
B-alaninamida

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el proceso 2 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que
en el proceso 3 del Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo en forma de un sdélido (14,0 mg, 21 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 6: 0,86 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,12-1,22 (2H, m), 1,39-1,51 (4H, m), 1,79-1,91 (2H, m),
2,02-2,20 (2H, m), 2,07 (2H, t, J = 7,4 Hz), 2,30-2,42 (4H, m), 2,40 (3H, s), 2,78 (1H, dd, J = 14,1, 9,4 Hz), 3,02 (1H,
dd, J = 14,7, 4,9 Hz), 3,12-3,21 (2H, m), 3,26-3,42 (2H, m), 3,50-3,80 (6H, m), 4,40-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J =
19,6 Hz), 5,26 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,42 (2H, s a), 5,51-5,62 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,13-7,28 (5H, m),
7,31 (1H, s), 7,74-7,84 (2H, m), 8,01 (1H, t, J = 5,3 Hz), 8,06 (1H, t, J = 5,77 Hz), 8,14 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,25 (1H, t,
J=5,7Hz), 8,53 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 1018 (M+H)"

Proceso 4: Conjugado de anticuerpo - farmaco (47)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 3
anterior, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 4 del
Ejemplo 2. Concentracién de anticuerpo: 12,27 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,6 mg (69%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,4.

Ejemplo 51 Conjugado de anticuerpo - farmaco (48)

[Férmula 120]
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Proceso 1: N-[3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoil]glicilglicil-L-fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-
B-alaninamida

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 50 se hizo reaccionar de la misma forma
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 usando propionato de N-succinimidil 3-maleimida en lugar de hexanoato de N-
succinimidil 6-maleimida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (36,0
mg, 57 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,86 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,85 (2H, dt, J = 14,4, 7,5 Hz), 2,05-2,22 (2H, m), 2,40 (3H,
s), 2,30-2,44 (5H, m), 2,73-2,84 (1H, m), 3,02 (1H, dd, J = 13,9, 4,5 Hz), 3,17 (3H, d, J = 5,1 Hz), 3,26-3,40 (2H, m),
3,41-3,81 (6H, m), 4,40-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,42 (2H, s a), 5,52-5,61
(1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,13-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,80 (2H, d, J = 10,2 Hz), 8,03 (1H, t, J = 5,5 Hz),
8,12 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,20-8,31 (2H, m), 8,52 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 976 (M+H)"
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Proceso 2: Conjugado de anticuerpo - farmaco (48)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 1
anterior, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 4 del
Ejemplo 2. Concentracién de anticuerpo: 11,59 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,1 mg (65%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,7.

Ejemplo 52 Conjugado de anticuerpo - farmaco (49)

[Férmula 121]
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Proceso 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoillamino})etoxi]propanoil}glicilglicil-L-

fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 50 se hizo reaccionar de la misma forma
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 usando 3-(2-(2-(3-maleinimidapropanamida)etoxi)etoxi)propanocato de N-
succinimidilo en lugar de hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para producir el compuesto del titulo en forma de
un solido (23,0 mg, 31 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,86 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,77-1,92 (2H, m), 2,07-2,21 (2H, m), 2,27-2,42 (6H, m),
2,40 (3H, s), 2,74-2,84 (1H, m), 2,97-3,06 (1H, m), 3,09-3,21 (4H, m), 3,25-3,39 (6H, m), 3,45 (4H, s), 3,50-3,80 (8H,
m), 4,41-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J = 18,4 Hz), 5,26 (1H, m, J = 18,4 Hz), 5,42 (2H, s a), 5,51-5,61 (1H, m), 6,54
(1H, s), 7,00 (2H, s), 7,13-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,87 (2H, m), 7,93-8,07 (2H, m), 8,09-8,21 (2H, m), 8,26
(1H, s a), 8,54 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 1135 (M+H)"

Proceso 2: Conjugado de anticuerpo - farmaco (49)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 1
anterior, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 2 del
Ejemplo 29. Concentracion de anticuerpo: 14,50 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,2 mg (82%), y numero
promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,8.
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Ejemplo 53 Conjugado de anticuerpo - farmaco (50)

[Férmula 122]
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Proceso 1: N-[19-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-17-ox0-4,7,10,13-tetraoxa-16-azanonadecan-1-oil]glicilglicil-L-
fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 50 se hizo reaccionar de la misma forma
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 usando N-succinimidil 1-maleinimida-3-oxo-7,10,13,16-tetraoxa-4-
azanonadecanoato en lugar de hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para producir el compuesto del titulo en
forma de un solido (23,0 mg, 29 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 6: 0,86 (3H, t, J = 7,0 Hz), 1,85 (2H, tt, J = 14,6, 7,1 Hz), 2,06-2,22 (2H, m), 2,40 (3H,
s), 2,28-2,43 (6H, m), 2,78 (1H, dd, J = 13,7, 9,4 Hz), 3,02 (1H, dd, J = 14,1, 3,9 Hz), 3,09-3,22 (4H, m), 3,27-3,41
(4H, m), 3,47 (12H, d, J = 8,6 Hz), 3,53-3,81 (10H, m), 4,41-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J =
18,8 Hz), 5,42 (2H, s a), 5,53-5,61 (1H, m), 6,54 (1H, s), 7,00 (2H, s), 7,12-7,29 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,85 (2H,
m), 8,03 (2H, d, J = 6. Hz), 8,11-8,21 (2H, m), 8,27 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,54 (1H, d, J = 8,6 HZz).

EM (IEN) m/z: 1224 (M+H)"

Proceso 2: Conjugado de anticuerpo - farmaco (50)

Usando el anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 y el compuesto obtenido en el proceso 1
anterior, el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo se obtuvo de la misma forma que en el proceso 4 del
Ejemplo 2. Concentracién de anticuerpo: 13,47 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,4 mg (75%), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,1.
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Ejemplo 54 Conjugado de anticuerpo - farmaco (51)

[Férmula 123]
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Proceso 1: (6-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJaminol-6-oxohexil)carbamato de terc-butilo

Mesilato del compuesto (4) (0,500 g, 0,882 mmol) se hizo reaccionar de la misma forma que en el proceso 1 del
Ejemplo 1 usando acido  6-(terc-butoxicarbonilamino)hexanoico en lugar de acido  4-(terc-
butOX|carbon|Iamlno)butan0|co para producir el compuesto del titulo (0,620 g, cuantitativo).

RMN "H (DMSO-ds) 8: 0,83 (3H, t, J = 7,8 Hz), 1,14-1,28 (2H, m), 1,31 (9H, s), 1,47-1,61 (2H, m), 1,75-1,89 (2H, m),
2,04-2,17 (4H, m), 2,35 (3H, s), 2,81-2,88 (2H, m), 3,09-3,16 (2H, m), 5,10 (1H, d, J = 19,4 Hz), 5,16 (1H, d, J = 19,4
Hz), 5,39 (2H, s), 5,48-5,55 (1H, m), 6,50 (1H, s), 6,73-6,78 (1H, m), 7,26 (1H, s), 7,74 (1H, d, J = 10,9 Hz), 8,39 (1H,
d, J =9,0 Hz).

Proceso 2: trifluoroacetato de 6-amino-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-
hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illhexanamida

El compuesto (0,397 g, 0,611 mmol) obtenido en el proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el proceso 2 del Ejemplo 1 para producir el compuesto del titulo (0,342 g, 84 %).

RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,88 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,31-1,41 (2H, m), 1,52-1,70 (4H, m), 1,80-1,94 (2H, m), 2,05-2,18
(2H, m), 2,21 (2H, t, J = 7,4 Hz), 2,40 (3H, s), 2,81 (2H, t, J = 7,4 Hz), 3,10-3,25 (2H, m), 3,33 (2H, s a), 5,18 (1H, d, J
=19,8 Hz), 5,22 (1H, d, J = 19,8 Hz), 5,41 (2H, d, J = 16,6 Hz), 5,45 (2H, d, J = 16,6 Hz), 5,53-5,60 (1H, m), 6,55
(1H, s), 7,32 (1H, s), 7,80 (1H, d, J = 10,9 Hz), 8,49 (1H, d, J = 9,2 Hz).

Proceso 3: N-(terc-butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-(6-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-6-oxo-
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hexil)glicinamida

El compuesto (0,170 g, 0,516 mmol) obtenido en el proceso 2 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el proceso 1 del Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo (0,225 g, 91%).

RMN 'H (DMSO-dg) 6: 0,88 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,43-1,70 (6H, m), 1,87 (2H, td, J = 15,0, 7,4 Hz), 2,10-2,22 (3H, m),
2,28-2,37 (1H, m), 2,42 (3H, s), 2,78-2,85 (1H, m), 3,01-3,10 (3H, m), 3,15-3,22 (2H, m), 3,54-3,61 (5H, m), 3,62-3,69
(1H, m), 4,44-4,53 (1H, m), 5,17 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,25 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,45 (2H, s), 5,54-5,61 (1H, m), 6,55
(1H, s), 7,02 (1H, t, J = 6,1 Hz), 7,11-7,28 (5H, m), 7,33 (1H, s), 7,63-7,69 (1H, m), 7,82 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,90-
7,96 (1H, m), 8,17 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,28 (1H, t, J = 5,5 Hz), 8,46 (1H, d, J = 9,0 Hz).

Proceso 4: Glicilglicil-L-fenilalanil-N-(6-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-
1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJlamino}-6-oxohexil)glicinamida

El compuesto (0,105 g, 0,108 mmol) obtenido en el proceso 3 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el proceso 2 del Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo (0,068 mg, 65 %).

RMN 'H (DMSO-ds) 6: 0,89 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,15-1,67 (6H, m), 1,79-1,97 (2H, m), 2,08-2,24 (4H, m), 2,42 (3H, s),
2,76-2,82 (1H, m), 3,00-3,10 (5H, m), 3,19 (1H, s), 3,50-3,63 (2H, m), 3,64-3,76 (3H, m), 3,84-3,92 (1H, m), 4,51-4,59
(1H, m), 5,17 (1H, d, J = 19,4 Hz), 5,24 (1H, d, J = 19,4 Hz), 5,44 (2H, s), 5,53-5,61 (1H, m), 6,55 (1H, s a), 7,15-7,29
(5H, m), 7,33 (1H, s), 7,72-7,78 (1H, m), 7,82 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,96-8,08 (2H, m), 8,30-8,38 (2H, m), 8,46-8,56
(2H, m).

Proceso 5: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-(6-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H, 12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-
6-oxohexil)glicinamida

El compuesto (58 mg, 0,060 mmol) obtenido en el proceso 4 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el
proceso 3 del Ejemplo 2 para producir el compuesto del titulo (39 mg, 62 %).

RMN "H (CD30D) &: 0,99 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,27 (2H, td, J = 11,6, 6,1 Hz), 1,38-1,44 (2H, m), 1,50-1,63 (6H, m),
1,65-1,80 (2H, m), 1,89-1,98 (2H, m), 2,17-2,25 (3H, m), 2,26-2,36 (3H, m), 2,40 (3H, s), 2,95 (1H, dd, J = 14,3, 9,2
Hz), 3,12 (1H, dd, J = 13,7, 5,7 Hz), 3,15-3,25 (4H, m), 3,44 (2H, t, J = 7,2 Hz), 3,65 (1H, d, J = 17,2 Hz), 3,76 (1H, d,
J =17,2 Hz), 3,79-3,86 (4H, m), 4,43 (1H, dd, J = 8,9, 6,0 Hz), 5,10 (1H, d, J = 18,9 Hz), 5,25 (1H, d, J = 18,9 Hz),
5,35 (1H, d, J = 16,6 Hz), 5,56 (1H, d, J = 16,0 Hz), 5,60-5,64 (1H, m), 6,76 (2H, s), 7,12-7,24 (6H, m), 7,58 (1H, s),
7,60 (1H, d, J = 10,9 Hz), 7,68 (1H, t, J = 5,7 Hz).

EM (IEN) m/z: 1060 (M+H)"

Proceso 6: Conjugado de anticuerpo - farmaco (51)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,61) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucién (1,0 ml) se recogié en un tubo de 1,5 ml y se cargé con una solucion acuosa de TCEP 10
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0147 ml; 2,3 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora. Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la solucién a 22 °C
durante 10 minutos, una solucién de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 5
anterior (0,0295 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) se afiadié a la misma y se incub6 para conjugar el
enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacioén, una solucién acuosa (0,00590
ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a la misma 'y
se incubd para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucidon anterior se sometié a purificaciéon usando el procedimiento comun D-1 (se usé PBS7,4
como solucion tampoén) descrito en el procedimiento de produccién 1 para producir 6 ml de una solucién que
contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron ga2s = 235300 (valor de calculo estimado), €a,370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p,280 = 5000 (valor promedio medido) y €p,370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 0,97 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,82 mg (58
%), y nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 1,7.
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Ejemplo 55 Conjugado de anticuerpo - farmaco (52)

[Férmula 124]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (52)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,61) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucion (1,0 ml) se recogio en un tubo de 1,5 ml y se cargd con una solucion acuosa de TCEP 10
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0295 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora. Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la solucién anterior a 22
°C durante 10 minutos, una solucion de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso
5 del Ejemplo 54 (0,0590 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) se afadio a la misma y se incubod para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacién, una soluciéon
acuosa (0,0118 ml; 18,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se
afnadi6 a la misma y se incubd para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se usé PBS7,4
como solucion tampoén) descrito en el procedimiento de produccién 1 para producir 6 ml de una solucién que
contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 0,94 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,64 mg (56%), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,1.
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Ejemplo 56 Conjugado de anticuerpo - farmaco (53)

[Férmula 125]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (53)

Reduccidn del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparo para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,61) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccién 1. La solucién (1,0 ml) se recogié en un tubo de 1,5 ml y se cargé con una solucién acuosa de TCEP 10
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0147 ml; 2,3 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora. Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la solucién anterior a 22
°C durante 10 minutos, una solucién de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso
5 del Ejemplo 54 (0,0295 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) se afadio a la misma y se incubod para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacién, una soluciéon
acuosa (0,00590 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se
afnadi6 a la misma y se incubé para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se usé PBS7,4
como solucion tampoén) descrito en el procedimiento de produccién 1 para producir 6 ml de una solucién que
contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 1,22 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,32 mg
(73%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 1,5.
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Ejemplo 57 Conjugado de anticuerpo - farmaco (54)

[Férmula 126]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (54)

Reduccidn del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparo para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcion a 280 nm, se us6 1,61) y el procedimiento comun C-1 descrito en el procedimiento de
produccion 1. La solucion (1,0 ml) se recogio en un tubo de 1,5 ml y se cargd con una solucion acuosa de TCEP 10
mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0295 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion
acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar que la solucién
tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C
durante 1 hora. Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de incubar la solucién anterior a 22
°C durante 10 minutos, una solucién de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso
5 del Ejemplo 54 (0,0590 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) se afadio a la misma y se incubod para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacién, una soluciéon
acuosa (0,0118 ml; 18,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se
afnadi6 a la misma y se incubd para terminar la reaccién del enlazador de farmaco a 22 °C durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificaciéon usando el procedimiento comun D-1 (se usé PBS7,4
como solucion tampoén) descrito en el procedimiento de produccién 1 para producir 6 ml de una solucién que
contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 1,06 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 6,36 mg
(64%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,0.
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Ejemplo 58 Conjugado de anticuerpo - farmaco (55)

[Férmula 127]

s
H Q H i
N Ao N_O_. HOL& g
N H N ~
Q b H’\g o Proceso 1 § H E }f D O"‘Dl"\ﬁc
HM__ O _~
= Proceso 2
O y
0 : '“ﬁ
Proceso 3 \:, OJLN’\(O oH l-bo 0 Nr F N F’rocesoS
7 FHN o ks _Proceso4

A_0 3 9
0 = HJ\ /\D»\(O
/\ﬂ’ NH »NH Proceso 7
O
NG S O R e
Proceso 6 | N
Ov;l N/\I'I’ NH ey N 4
H ¢ 4 ¢
HO (o]
0
0¥ ~
TN N Oy
T \]H H

o i
P 8 gf 0)\ "
roceso \
o HN,\“,NH p A %
HO

i
])\HAO,\F
Proceso 9 NH
M30.H1.L47 — 191
HN/\n/NH F é_\
HO

_132

Proceso 1: ({N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicil}amino)acetato de metilo

A una mezcla que contiene N-9-fluorenilmetoxicarbonilglicilglicina (4,33 g, 12,2 mmol), tetrahidrofurano (120 ml) y
tolueno (40,0 ml), se afadieron piridina (1,16 ml, 14,7 mmol) y tetraacetato de plomo (6,84 g, 14,7 mmol) y se
calento a reflujo durante 5 horas. Después de que la solucidon de reaccion se enfriara a temperatura ambiente, los
materiales insolubles se retiraron por filtracion a través de Celite, y se concentraron a presion reducida. los residuos
obtenidos se disolvieron en acetato de etilo y se lavaron con agua y salmuera saturada, y entonces la capa organica
se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de que el disolvente se retirara a presion reducida, los residuos
obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [hexano : acetato de etilo = 9 : 1 (v/v) -
acetato de etilo] para producir el compuesto del titulo en forma de un soélido incoloro (3,00 g, 67 %).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: 2,07 (3H, s), 3,90 (2H, d, J = 5,1 Hz), 4,23 (1H, t, J = 7,0 Hz), 4,46 (2H, d, J = 6,6 Hz),
5,26 (2H, d, J = 7,0 Hz), 5,32 (1H, s a), 6,96 (1H, s a), 7,32 (2H, t, J = 7,3 Hz), 7,41 (2H, t, J = 7,3 Hz), 7,59 (2H, d, J
=7,3Hz),7,77 (2H, d, J = 7,3 Hz).

Proceso 2: [({N-[(9H-fluoren-9-iimetoxi)carbonil]glicil}amino)metoxi]acetato de bencilo

A una solucién de tetrahidrofurano (40,0 ml) del compuesto (3,68 g, 10,0 mmol) obtenido en el proceso 1 anterior y
glicolato de bencilo (4,99 g, 30,0 mmol), se afiadio terc-butéxido potasico (2,24 g, 20,0 mmol) a 0 °C y se agit6 a
temperatura ambiente durante 15 minutos. La solucién de reaccion se cargd con acetato de etiloy aguaa 0 °C y se
extrajo con acetato de etilo y cloroformo. La capa organica obtenida se secd sobre sulfato sddico y se filtro. El
disolvente se eliminé a presion reducida. Los residuos obtenidos se disolvieron en dioxano (40,0 ml) y agua (10,0
ml), se cargaron con hidrogenocarbonato sédico (1,01 g, 12,0 mmol) y cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (2,59 g, 10,0
mmol) y se agitaron a temperatura ambiente durante 2 horas. La solucién de reaccién se cargd con agua y se extrajo
con acetato de etilo. La capa organica obtenida se secd sobre sulfato sédico y se filtrd. El disolvente se retird a
presion reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [hexano :
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acetato de etilo = 100 : 0 (v/v) - 0 : 100] para producir el compuesto del titulo en una sustancia oleosa incolora (1,88
g, 40 %).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: 3,84 (2H, d, J = 5,5 Hz), 4,24 (3H, t, J = 6,5 Hz), 4,49 (2H, d, J = 6,7 Hz), 4,88 (2H, d, J
=6,7 Hz), 5,15-5,27 (1H, m), 5,19 (2H, s), 6,74 (1H, s a), 7,31-7,39 (7TH, m), 7,43 (2H, t,J=7,4 Hz), 7,61 (2H, d, J =
7,4 Hz), 7,79 (2H, d, J = 7,4 Hz).

Proceso 3: Acido [({N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicillamino)metoxilacético

El compuesto (1,88 g, 3,96 mmol) obtenido en el proceso 2 anterior se disolvié en etanol (40,0 ml) y acetato de etilo
(20,0 ml). Después de anadir catalizador de paladio-carbono (376 mg), se agité bajo una atmdsfera de hidrogeno a
temperatura ambiente durante 2 horas. Los materiales insolubles se retiraron por filtracion a través de Celite, y el
disolvente se retir6 a presion reducida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido incoloro (1,52 g,
cuantitativo).

RMN "H (400 MHz, DMSO-de) &: 3,62 (2H, d, J = 6,3 Hz), 3,97 (2H, s), 4,18-4,32 (3H, m), 4,60 (2H, d, J = 6,7 Hz),
7,29-7,46 (4H, m), 7,58 (1H,t, J = 5,9 Hz), 7,72 (2H, d, J = 7,4 Hz), 7,90 (2H, d, J = 7,4 Hz), 8,71 (1H, t, J = 6,5 HZ).

Proceso 4: 9H-Fluoren-9-ilmetil(2-{[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-
1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-2-oxoetoxi)metillamino}-2-oxoetil)carbamato

Con enfriamiento con hielo, a una soluciéon de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) de mesilato del compuesto (4) (0,283
g, 0,533 mmol), N-hidroxisuccinimida (61,4 mg, 0,533 mmol), y el compuesto (0,205 g, 0,533 mmol) obtenido en el
proceso 3 anterior, se afadieron N,N-diisopropiletilamina (92,9 pl, 0,533 mmol) y N,N’-diciclohexilcarbodiimida (0,143
g, 0,693 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 3 dias. El disolvente se retir6 a presiéon reducida y los
residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - capa organica
repartida de cloroformo : metanol : agua =7 : 3 : 1 (v/v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido
de color pardo palido (0,352 g, 82 %). RMN H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,81 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,73-1,87 (2H, m),
2,06-2,20 (2H, m), 2,34 (3H, s), 3,01-3,23 (2H, m), 3,58 (2H, d, J = 6,7 Hz), 3,98 (2H, s), 4,13-4,25 (3H, m), 4,60 (2H,
d, J = 6,7 Hz), 5,09-5,22 (2H, m), 5,32-5,42 (2H, m), 5,50-5,59 (1H, m), 6,49 (1H, s), 7,24-7,30 (3H, m), 7,36 (2H, t, J
=7,4Hz),753(1H,t,J =6,3Hz), 7,66 (2H,d, J =7,4 Hz), 7,75 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,84 (2H, d, J = 7,4 Hz), 8,47
(1H, d, J =8,6 Hz), 8,77 (1H, t, J = 6,7 Hz).

EM (IEN) m/z: 802 (M+H)*

Proceso 5: N-[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-2-oxoetoxi)metillglicinamida

A una soluciéon de N,N-dimetilformamida (11,0 ml) del compuesto (0,881 g, 1,10 mmol) obtenido en el proceso 4
anterior, se afadi6 piperidina (1,1 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El disolvente se retir6 a
presion reducida para producir una mezcla que contiene el compuesto del titulo. La mezcla se usoé para la siguiente
reaccion sin purificacion adicional.

Proceso 6: N-[(9H-fluoren-9-iimetoxi)carbonillglicilglicil-L-fenilalanil-N-[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-
10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-2-
oxoetoxi)metillglicinamida

Con enfriamiento con hielo, a una solucion de N,N-dimetilformamida (50,0 ml) de la mezcla (0,439 mmol) obtenida
en el proceso 5 anterior, N-hidroxisuccinimida (0,101 g, 0,878 mmol), y N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicilglicil-L-
fenilalanina (el compuesto descrito en la patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° 2002-60351) (0,440 g,
0,878 mmol), se afadié N,N’-diciclohexilcarbodiimida (0,181 g, 0,878 mmol) y se agité a temperatura ambiente
durante 4 dias. El disolvente se retir6é a presion reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en
columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 9 : 1 (v/v)] para producir el compuesto del titulo en
forma de un solido de color naranja palido (0,269 g, 58 %).

EM (IEN) m/z: 1063 (M+H)"

Proceso 7: Glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-
hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-2-oxoetoxi)metillglicinamida

A una solucién de N,N-dimetilformamida (4,00 ml) del compuesto (0,269 g, 0,253 mmol) obtenido en el proceso 6
anterior, se afiadié piperidina (0,251 ml, 2,53 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El disolvente
se retird a presion reducida para producir una mezcla que contiene el compuesto del titulo. La mezcla se usé para la
siguiente reaccion sin purificacion adicional.

Proceso 8: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-2-oxoetoxi)metillglicinamida

A una solucion de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) del compuesto (0,253 mmol) obtenido en el proceso 7 anterior, se
afnadié hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (0,156 g, 0,506 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 3
dias. El disolvente se retir6 a presion reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna
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sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 9 : 1 (v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de
un solido de color amarillo palido (0,100 g, 38 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,83 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,09-1,21 (2H, m), 1,33-1,47 (4H, m), 1,75-1,90 (2H, m),
2,00-2,23 (4H, m), 2,36 (3H, s), 2,69-2,81 (1H, m), 2,94-3,03 (1H, m), 3,06-3,22 (2H, m), 3,23-3,74 (8H, m), 3,98 (2H,
s), 4,39-4,50 (1H, m), 4,60 (2H, d, J = 6,7 Hz), 5,17 (2H, s), 5,39 (2H, s), 5,53-5,61 (1H, m), 6,50 (1H, s), 6,96 (2H, s),
7,11-7,24 (5H, m), 7,28 (1H, s), 7,75 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,97 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,03 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,09 (1H,
d,J=7,8Hz), 8,27 (1H, t, J = 6,5 Hz), 8,48 (1H, d, J = 9,0 Hz), 8,60 (1H, t, J = 6,5 Hz).

EM (IEN) m/z: 1034 (M+H)"

Proceso 9: Conjugado de anticuerpo - farmaco (55)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,0/EDTA usando el Procedimiento
comun C-1'y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) descrito
en el procedimiento de produccion 1. La solucion (1,25 ml) se puso en un tubo de polipropileno de 1,5 mly se cargd
con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,025 ml; 3,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625
ml). Después de confirmar que la soluciéon tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC;
0,109 ml) y una solucién de dimetilsulféoxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 anterior
(0,039 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agitd
usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco
con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 40 minutos. A continuacion, se afiadié una solucion acuosa (0,008
ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) a la misma y se agité para terminar la reaccion del enlazador de
farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
comun A descrito en el procedimiento de produccion 1.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidn molar, se usaron €a,2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), €a,370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p,280 = 5000 (valor promedio medido) y €p,370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 12,57 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,8 mg
(70%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,2.

Ejemplo 59 Conjugado de anticuerpo - farmaco (56)

[Férmula 128]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (56)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,0/EDTA usando el Procedimiento
comun C-1'y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) descrito
en el procedimiento de produccion 1. La solucién (1,25 ml) se puso en un tubo de polipropileno de 1,5 ml y se cargd
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con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,051 ml; 6,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC;
0,067 ml) una solucion de dimetilsulfoxido que contiene y 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del
Ejemplo 58 (0,085 ml; 10,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion anterior a temperatura ambiente,
esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador
de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 60 minutos. A continuacién, se afiadié una soluciéon
acuosa (0,013 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) a la misma y se agité para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
soluciéon tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 1,33 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,98 mg
(64%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 4,9.

Ejemplo 60 Conjugado de anticuerpo - farmaco (57)

[Férmula 129]
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Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (57)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 2 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6,0/EDTA usando el Procedlmlento
comun C-1'y el procedimiento comun B (como coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) descrito
en el procedimiento de produccion 1. La solucion (1,25 ml) se puso en un tubo de polipropileno de 1,5 ml y se cargd
con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,051 ml; 6,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC;
0,025 ml) y una soluciéon de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del
Ejemplo 58 (0,127 ml; 15,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente,
esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador
de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 60 minutos. A continuacién, se afiadié una soluciéon
acuosa (0,019 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) a la misma y se agité para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampédn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
comun A descrito en el procedimiento de produccion 1.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
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(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p, 280 = 5000 (valor promedio medido) y €p 370 = 19000 (valor promedio medido)), se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 0,91 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,46 mg
(44%), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,3.

Ejemplo 61 Conjugado de anticuerpo - farmaco (58)

[Férmula 130]

M30 H1L2P &
L
o

Casi la totalidad de las cantidades de los conjugados de anticuerpo - farmaco de Ejemplos 59 y 60 se mezclaron y la
solucién se concentr6 mediante el procedimiento comun A descrito en el procedimiento de produccién 1 para
producir el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 12,30 mg, y nimero promedio de moléculas de
farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,4.

Ejemplo 62 Conjugado de anticuerpo - farmaco (59)

[Férmula 131]
0
e}
Aoy
NH H ~NH

%@ |

M30-H1-L4P —]

Proceso 1

3.2

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (59)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 1 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBSS O/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (100 ml, 1 g del anticuerpo) se puso en un matraz de 250 ml y se cargo
con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (2,43 ml; 3,6 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y adicionalmente con una solucién acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (5 ml).
Después de confirmar que la solucién tenia un pH cerca de 7,4 usando un pehachimetro, el enlace de disulfuro en
una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (3,51 ml; 5,2 equivalentes por molécula de
anticuerpo) y dimetilsulfoxido (2,14 ml) a la solucion anterior a temperatura ambiente, se agité con un agitador para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 130 minutos. A
continuacion, una solucion acuosa (0,547 ml) de NAC 100 mM se anadié a la misma y se incubd adicionalmente
para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificaciéon: La soluciéon anterior se sometié a purificacion por ultrafiltracion usando un aparato de ultrafiltracion
compuesto por una membrana de ultrafiltracion (Merck Japan, Casete Pellicon XL, Biomax 50 KDa), una bomba de
tubo (Cole-Parmer International, Bomba MasterFlex modelo 77521-40, Cabezal de Bomba modelo 7518-00), y un
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tubo (Cole-Parmer International, Tubo MasterFlex L/S16). Especificamente, al tiempo que se afiadia ABS gota a
gota (un total de 800 ml) como una soluciéon tampoén para la purificacion a la soluciéon de reaccion, se realizé una
purificacion por ultrafiltracion para retirar enlazadores de farmaco no conjugados y otros reactivos de bajo peso
molecular, sustituir también la solucion tampén con ABS, y concentrar adicionalmente la solucion, para producir
aproximadamente 70 ml de una solucion que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 14,2 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 1,0 g (aproximadamente 100 %), y nimero
promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,2.

Ejemplo 63 Conjugado de anticuerpo - farmaco (60)

[Férmula 132]

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (60)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 1 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (5 ml, 50 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 15 ml y se cargd con
una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,075 ml; 4 equivalentes por molécula de
anticuerpo). Después de confirmar que la solucion tenia un pH cerca de 7,0 usando un pehachimetro, el enlace de
disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,219 ml; 6,5 equivalentes por molécula de
anticuerpo) y dimetilsulféxido (0,064 ml) a la solucion anterior, se incubd para conjugar el enlazador de farmaco con
el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 90 minutos. A continuacion, una solucion acuosa (0,033 ml; 9,8
equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se afadié a la misma y se incub6 para terminar la
reaccion del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos. Purificacion: La solucién
anterior se sometio a purificacion usando el procedimiento comin D-1 (se usé ABS como solucion tampoén) descrito
en el procedimiento de produccién 1 para producir 19 ml de una solucién que contiene el conjugado de anticuerpo -
farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,19 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 42 mg (83%), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 4,7.
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Ejemplo 64 Conjugado de anticuerpo - farmaco (61)

[Férmula 133]

Proceso 1 M30-H1-L4P —

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (61)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4P producido en el Ejemplo de Referencia 1 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (4 ml, 40 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 15 ml y se cargd con
una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,14 ml; 5,2 equivalentes por molécula de
anticuerpo). Después de confirmar que la solucion tenia un pH cerca de 7,0 usando un pehachimetro, el enlace de
disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora. Conjugacion entre
anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucion de dimetilsulféxido que contiene 10 mM del
compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,232 ml; 8,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la
solucién anterior, se incub6 para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C
durante 60 minutos. A continuacién, una solucidon acuosa (0,035 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo)
de NAC 100 mM se afadio a la misma y se incubd para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura
ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampon) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 13 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,03 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 26 mg (66%), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,7.
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Ejemplo 65 Conjugado de anticuerpo - farmaco (62)

[Férmula 134]

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (62)

Reduccidn del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparo para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (1,25 ml, 12,5 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se
cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0287 ml; 3,4 equivalentes
por molécula de anticuerpo) y una solucidon acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.;
0,0625 ml). Después de confirmar que la solucién tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de
bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,0439 ml; 5,2 equivalentes por molécula
de anticuerpo) y dimetilsulfoxido (0,0267 ml) a la solucién anterior a temperatura ambiente, se incubd para conjugar
el enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 1 hora. A continuacion, una solucion
acuosa (0,0066 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6é a la misma y se incubd para terminar la
reaccion del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante otros 20 minutos. Purificacion: La solucién
anterior se sometio a purificacion usando el procedimiento comin D-1 (se us6 ABS como solucion tampén) descrito
en el procedimiento de produccién 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el conjugado de anticuerpo -
farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = O (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,8 mg (62%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,4.
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Ejemplo 66 Conjugado de anticuerpo - farmaco (63)

[Férmula 135]

Pro‘?‘?f? T m3o-H1-Le—]

54

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (63)

Reduccidn del anticuerpo: El anticuerpo M30-H1-L4 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se prepard para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,61 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucién (1,25 ml, 12,5 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se
cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0439 ml; 5,2 equivalentes
por molécula de anticuerpo) (0,0287 ml; 3,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de
hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0625 ml). Después de confirmar que la solucién tenia un
pH de 7,4 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante
1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,0726 ml; 8,6 equivalentes por molécula
de anticuerpo) a la solucion anterior a temperatura ambiente, se incubd para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo en un bafo de agua a 15 °C durante 1 hora. A continuacién, una solucién acuosa (0,011 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a la misma y se incub6 para terminar la reaccién del enlazador de farmaco a
temperatura ambiente durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampén) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 6 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo. Después de esto, la solucion se concentré mediante el procedimiento
comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 235300 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 10,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,3 mg (58 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,4.
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Ejemplo 67 Conjugado de anticuerpo - farmaco (64)

[Férmula 136]

Proceso 1 Anticuerpo
— " anti-CD30

3,7

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (64)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD30 producido en el Ejemplo de Referencia 3 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,75 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0065 ml; 2,5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0058
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,0116 ml; 4,5 equivalentes por molécula
de anticuerpo) y dimetilsulfoxido (0,0101 ml) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un
rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0017 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afadié a la misma y se incubd adicionalmente para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampon) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 270400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 0,96 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,4 mg (60%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,7.
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Ejemplo 68 Conjugado de anticuerpo - farmaco (65)

[Férmula 137]

Anticuerpo —
anti-CD30

Proceso 1

6,8

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (65)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD30 producido en el Ejemplo de Referencia 3 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comiun B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,75 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0129 ml; 5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,006
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,0233 ml; 9 equivalentes por molécula de
anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103,
fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente
durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0035 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se
afiadié a la misma y se incub6 adicionalmente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura
ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcion molar, se usaron €a2s0 = 270400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 0,39 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 1,0 mg (24%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,8.
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Ejemplo 69 Conjugado de anticuerpo - farmaco (66)

[Férmula 138]

Proceso 1 Anticuerpo
k3 anti-CD33 __|

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (66)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD33 producido en el Ejemplo de Referencia 4 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,66 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0065 ml; 2,5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0058
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucion de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,0116 ml; 4,5 equivalentes por molécula
de anticuerpo) y dimetilsulfoxido (0,0101 ml) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un
rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0017 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afadié a la misma y se incubd adicionalmente para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucién tampon) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 256400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,19 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 3,0 mg (74%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,8.

114



10

15

20

25

ES 2671 644 T3

Ejemplo 70 Conjugado de anticuerpo - farmaco (67)

[Férmula 139]

Proceso 1 Anticuerpo __|
anti-CD33

7,0

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (67)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD33 producido en el Ejemplo de Referencia 4 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,66 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0129 ml; 5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,006
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en la parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,0233 ml; 9 equivalentes por molécula de
anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103,
fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente
durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0035 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se
afiadié a la misma y se incub6 adicionalmente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura
ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 256400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p,280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,24 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 3,1 mg (78%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,0.
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Ejemplo 71 Conjugado de anticuerpo - farmaco (68)

[Férmula 140]

Proceso 1 _ Anticuerpo
* anti-CD70

3,8

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (68)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD70 producido en el Ejemplo de Referencia 5 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,69 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0065 ml; 2,5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0058
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,0116 ml; 4,5 equivalentes por molécula
de anticuerpo) y dimetilsulfoxido (0,0101 ml) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un
rotador de tubos (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0017 ml) de NAC 100
mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afadié a la misma y se incubd adicionalmente para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron €a2s0 = 262400 (valor de calculo estimado), ea 370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,10 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,8 mg (69%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,8.
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Ejemplo 72 Conjugado de anticuerpo - farmaco (69)

[Férmula 141]

Proceso 1 Anticuerpo
T84 anti-CD70

7,0

Proceso 1: Conjugado de anticuerpo - farmaco (69)

Reduccion del anticuerpo: El anticuerpo anti-CD70 producido en el Ejemplo de Referencia 5 se preparé para tener
una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA usando el procedimiento comin B (como
coeficiente de absorcién a 280 nm, se us6 1,69 mimg'cm™) y el procedimiento comin C-1 descrito en el
procedimiento de produccion 1. La solucion (0,4 ml, 4 mg del anticuerpo) se puso en un tubo de 1,5 ml y se cargd
con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0129 ml; 5 equivalentes por
molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato de dipotasio 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,006
ml). Después de confirmar que la solucion tenia un pH de 7,0 + 0,1, el enlace de disulfuro en una parte de bisagra en
el anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido que
contiene 10 mM del compuesto obtenido en el proceso 8 del Ejemplo 58 (0,0233 ml; 9 equivalentes por molécula de
anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se agité usando un rotador de tubos (MTR-103,
fabricado por AS ONE Corporation) para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente
durante 1 hora. A continuacién, una soluciéon acuosa (0,0035 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se
afiadié a la misma y se incub6 adicionalmente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura
ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el procedimiento comun D-1 (se us6 ABS como
solucion tampdn) descrito en el procedimiento de produccion 1 para producir 2,5 ml de una solucién que contiene el
conjugado de anticuerpo - farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el procedimiento comin E descrito en el procedimiento de produccién 1
(como coeficiente de absorcidon molar, se usaron ga,2s0 = 262400 (valor de calculo estimado), €a370 = 0 (valor de
calculo estimado), €p 280 = 5178 (valor medido) y €p 370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,16 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 2,9 mg (73%), y ndmero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,0.
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Ejemplo 73 (Otro procedimiento para sintetizar el compuesto del proceso 8 del Ejemplo 58)

[Férmula 142]
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Proceso 1: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilo alaninato de terc-butilo

Con enfriamiento con hielo, a una solucion de THF (12,0 ml) de N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicilglicil-L-fenilo
alaninato de terc-butilo (J. Pept. Res., 1999, vol. 53, pags. 393) (0,400 g, 0,717 mmol), se afadié 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]-7-undeceno (0,400 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 4 dias, y entonces se afhadioé
adicionalmente hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (0,221 g, 0,717 mmol) y se agité durante 3 horas. La
solucion de reaccion se diluyd con acetato de etilo y se lavé con una soluciéon acuosa de acido citrico al 10 %, una
solucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato sodico, y salmuera saturada, y entonces la capa organica se seco
sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de que el disolvente se retirara a presion reducida, los residuos
obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol =9 : 1
(v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de un soélido de color amarillo palido (0,295 g, 78%).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: 1,28-1,36 (2H, m), 1,41 (9H, s), 1,57-1,71 (4H, m), 2,23 (2H, t, J = 7,6 Hz), 3,09 (2H, d,
J =6,0 Hz), 3,51 (2H, t, J = 7,6 Hz), 3,85-4,02 (4H, m), 4,69-4,78 (1H, m), 6,15 (1H, t, J = 4,6 Hz), 6,33 (1H,d, J =
7,3 Hz), 6,60 (1H, t, J = 5,0 Hz), 6,68 (2H, s), 7,10-7,16 (2H, m), 7,22-7,31 (3H, m).

EM (IEN) m/z: 529 (M+H)*

Proceso 2: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanina

A una solucion de diclorometano (8,00 ml) del compuesto (0,295 g, 0,558 mmol) obtenido en el proceso 1 anterior,
se afiadio acido trifluoroacético (4,00 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. El disolvente se retird
a presion reducida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,240 g, 91
%).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) &: 1,15-1,23 (2H, m), 1,40-1,53 (4H, m), 2,10 (2H, t, J = 7,6 Hz), 2,88 (1H, dd, J =
13,7, 8,9 Hz), 3,04 (1H, dd, J = 13,7, 5,0 Hz), 3,35-3,43 (2H, m), 3,58-3,77 (4H, m), 4,41 (1H, td, J = 7,8, 5,0 Hz),
7,00 (2H, s), 7,16-7,31 (5H, m), 8,00 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,06 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,13 (1H, d, J = 7,8 Hz).

Proceso 3: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-2-oxoetoxi)metillglicinamida

El compuesto (0,572 g, 1,21 mmol) obtenido en el proceso 2 anterior se disolvié en diclorometano (12,0 ml), se cargd
con N-hidroxisuccinimida (0,152 g, 1,32 mmol) y clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,253 g,
1,32 mmol), y se agité durante 1 hora. La solucion de reaccién se afiadié a una solucion de N,N-dimetilformamida
(22,0 ml) de la mezcla (1,10 mmol) obtenida en el proceso 5 del Ejemplo 58, y se agité a temperatura ambiente
durante 3 horas. La solucion de reaccion se cargé con una solucion acuosa de acido citrico al 10 % y se extrajo con
cloroformo. La capa organica obtenida se secé sobre sulfato sodico y se filtr6. El disolvente se retird a presion
reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo -
cloroformo : metanol = 8 : 2 (v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido
(0,351 g, 31 %). Los datos instrumentales del compuesto fueron los mismos que los del compuesto del proceso 8 del
Ejemplo 58.
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Ejemplo 74 (Otro procedimiento para sintetizar el compuesto del proceso 8 del Ejemplo 58)

[Férmula 143]
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Proceso 5

Proceso 1: [({N-[(9H-fluoren-9-iimetoxi)carbonil]glicil}amino)metoxi]acetato de bencilo

A una solucion de tetrahidrofurano (200 ml) del compuesto (7,37 g, 20,0 mmol) obtenido en el proceso 1 del Ejemplo
58, se afadieron glicolato de bencilo (6,65 g, 40,0 mmol) y acido p-tolueno sulfénico monohidrato (0,381 g, 2,00
mmol) a 0 °C y se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas y 30 minutos. La solucion de reaccién se cargd con
una solucion saturada acuosa de hidrogenocarbonato sédico y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica
obtenida se sec6 sobre sulfato sodico y se filtrd. El disolvente se retirdé a presion reducida y los residuos obtenidos se
purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [hexano : acetato de etilo = 100 : 0 (v/v) - 0 : 100] para
producir el compuesto del titulo en forma de un solido incoloro (6,75 g, 71 %). Los datos instrumentales del
compuesto fueron los mismos que los del compuesto del proceso 2 del Ejemplo 58.

Proceso 2: N-[(benciloxi)carbonil]glicilglicil-L-fenilalanina-N-{[(2-(benciloxi)-2-oxoetoxi]metil}glicinamida

A una soluciéon de N,N-dimetilformamida (140 ml) del compuesto (6,60 g, 13,9 mmol) obtenido en el proceso 1
anterior, se afiadié 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (2,22 g, 14,6 mmol) a 0 °C y se agité a temperatura ambiente
durante 15 minutos. La solucion de reaccion se cargé con una solucion de N,N-dimetilformamida (140 ml) de N-
[(benciloxi)carbonil]glicilglicil-L-fenilalanina (6,33 g, 15,3 mmol), N-hidroxisuccinimida (1,92 g, 16,7 mmol) y
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (3,20 g, 16,7 mmol) agitara por adelantado a temperatura
ambiente durante 1 hora, y se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. La solucion de reaccion se cargé con
acido clorhidrico 0,1 N y se extrajo con cloroformo. La capa organica obtenida se secé sobre sulfato sédico y se
filtrd. El disolvente se retird a presion reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna
sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 8 : 2 (v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de
un SO|Id0 incoloro (7,10 g, 79%).
RMN "H (DMSO-Ds) &: 2,78 (1H, dd, J = 13,9, 9,6 Hz), 3,05 (1H, dd, J = 13,9, 4,5 Hz), 3,56-3,80 (6H, m), 4,15 (2H,
s), 4,47-4,55 (1H, m), 4,63 (2H, d, J = 6,6 Hz), 5,03 (2H, s), 5,15 (2H, s), 7,16-7,38 (15H, m), 7,52 (1H, t, J = 5,9 Hz),
8,03 (1H,t,J = 5,5 Hz), 8,17 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,36 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,61 (1H, t, J = 6,6 Hz).

Proceso 3: Glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(carboximatoxi)metil]glicinamida

A una solucién de N,N-dimetilformamida (216 ml) del compuesto (7,00 g, 10,8 mmol) obtenido en el proceso 2
anterior, se afiadié catalizador de paladio-carbono (7,00 g) y se agit6 bajo una atmdsfera de hidrogeno a temperatura
ambiente durante 24 horas. Los materiales insolubles se retiraron por filtracion a través de Celite, y el disolvente se
retird a presion reducida. los residuos obtenidos se disolvieron en agua, el material insoluble se retir6 por filtracion a
través de Celite, y el disolvente se retir6é a presion reducida. Este procedimiento se repitié dos veces para producir el
compuesto del titulo en forma de un sdlido incoloro (3,77 g, 82 %).

RMN 'H (DMSO-Dg) &: 2,84 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 3,08 (1H, dd, J = 13,7, 4,7 Hz), 3,50-3,72 (4H, m), 3,77-3,86
(2H, m), 3,87 (2H, s), 4,52-4,43 (1H, m), 4,61 (2H, d, J = 6,6 Hz), 7,12-7,30 (5H, m), 8,43 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,54
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(1H, d, J = 7,8 Hz), 8,70 (1H, t, J = 6,3 Hz), 8,79 (1H, 1, J = 5,5 Hz).

Proceso 4: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-
[(carboximatoxi)metil]glicinamida

A una soluciéon de N,N-dimetilformamida (85,0 ml) del compuesto (3,59 g, 8,48 mmol) obtenido en el proceso 3
anterior, se afiadieron hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (2,88 g, 9,33 mmol) y trietilamina (0,858 g, 8,48
mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La solucién de reaccién se cargo con acido clorhidrico 0,1
N y se extrajo con cloroformo y un disolvente mixto de cloroformo y metanol [cloroformo : metanol = 4 : 1 (v/v)]. La
capa organica obtenida se seco sobre sulfato sédico y se filtrd. El disolvente se retiré a presion reducida y los
residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - capa organica
repartida de cloroformo : metanol: agua = 7 : 3: 1 (v/v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de un soélido
incoloro (3,70 g, 71 %). RMN 'H (DMSO-Dg) &: 1,13-1,24 (2H, m), 1,42-1,53 (4H, m), 2,11 (2H, t, J = 7,4 Hz), 2,80
(1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 3,06 (1H, dd, J = 13,9, 4,5 Hz), 3,37 (2H, t, J = 7,2 Hz), 3,56-3,78 (6H, m), 3,97 (2H, s),
4,46-4,53 (1H, m), 4,61 (2H, d, J = 6,3 Hz), 7,00 (2H, s), 7,15-7,29 (5H, m), 8,03-8,20 (3H, m), 8,32 (1H, t, J = 5,9
Hz), 8,60 (1H, t, J = 6,7 Hz).

Proceso 5: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-2-oxoetoxi)metillglicinamida

A una solucion de N,N-dimetilformamida (40,0 ml) de mesilato del compuesto (4) (1,14 g, 2,00 mmol), trietilamina
(0,202 g, 2,00 mmol), se afiadieron a 0 °C el compuesto (1,48 g, 2,40 mmol) obtenido en el proceso 4 anterior, y
cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (0,993 g, 3,00 mmol) que contiene agua al 16,4 % y se
agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se retir6 a presion reducida y los residuos obtenidos se
purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 8 : 2 (v/v)] para
producir el compuesto del titulo en forma de un solido de color amarillo palido (1,69 g, 82%). Los datos
instrumentales del compuesto fueron los mismos que los del compuesto del proceso 8 del Ejemplo 58.

Ejemplo 75 N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-2-hidroxiacetamida

[Formula 144]

o
HO O

Proceso 1: 2-{[(1S,9S)-9-Etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-2-oxoetilacetato

Con enfriamiento con hielo, a una suspension de N,N-dimetilformamida (20,0 ml) de mesilato del compuesto (4)
(0,500 g, 0,941 mmol), se afiadieron N,N-diisopropiletilamina (0,492 ml, 2,82 mmol) y cloruro de acetoxiacetilo (0,121
ml, 1,13 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se retir6 a presion reducida y los
residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - capa organica
repartida de cloroformo : metanol: agua = 7 : 3: 1 (v/v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de un soélido
de color amarillo palido (0,505 g, cuantitativo).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,81-1,92 (2H, m), 2,08 (3H, s), 2,08-2,22 (2H, m), 2,41
(3H, s), 3,14-3,21 (2H, m), 4,51 (2H, dd, J = 19,4, 14,7 Hz), 5,22 (2H, dd, J = 40,1, 19,0 Hz), 5,43 (2H, s), 5,56-5,61
(1H, m), 6,53 (1H, s), 7,31 (1H, s), 7,81 (1H, d, = 11,0 Hz), 8,67 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 536 (M+H)"

Proceso 2: N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-2-hidroxiacetamida

A una suspension de metanol (50,0 ml) del compuesto (0,504 g, 0,941 mmol) obtenido en el proceso 1 anterior, se
afadieron tetrahidrofurano (20,0 ml) y una solucién acuosa de hidréxido sédico 1 N (4,00 ml, 4,00 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccion se termind mediante la adicién de acido clorhidrico 1 N (5,00 ml,
5,00 mmol), y el disolvente se retir6 a presion reducida. los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en
columna sobre gel de silice [cloroformo-capa organica repartida de cloroformo : metanol : agua = 7 : 3: 1 (v/v/v)] para
producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,412 g, 89 %). Este compuesto se
confirmo en el tumor de un raton portador de cancer que recibié el conjugado de anticuerpo - farmaco (55) o (56).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,78-1,95 (2H, m), 2,09-2,28 (2H, m), 2,39 (3H, s), 3,07-
3,27 (2H, m), 3,96 (2H, d, J = 6,0 Hz), 5,11-5,26 (2H, m), 5,42 (2H, s), 5,46-5,54 (1H, m), 5,55-5,63 (1H, m), 6,52
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(1H, s), 7,30 (1H, s), 7,78 (1H, d, J = 10,9 Hz), 8,41 (1H, d, J = 9,1 Hz). EM (IEN) m/z: 494 (M+H)"
Ejemplo 76 (Otro procedimiento para sintetizar el compuesto del Ejemplo 75)

[Férmula 145]

CH
O
NH. MsOH
2 NH
Proceso 1
RV O
F F N? ¢
o] \
4 [#]
OHO
OHO
Proceso 1: N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-2-hidroxiacetamida

Se disolvié acido glicdlico (0,0201 g, 0,27 mmol) en N,N-dimetilformamida (1,0 ml), se cargdé con N-
hidroxisuccinimida (0,0302 g, 0,27 mmol) y clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,0508 g, 0,27
mmol), y se agité durante 1 hora. La solucion de reaccion se afiadié a una suspension de N,N-dimetilformamida (1,0
ml) cargada con mesilato del compuesto (4) (0,1 g, 0,176 mmol) y trietilamina (0,025 ml, 0,18 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 24 horas. El disolvente se retird a presiéon reducida y los residuos obtenidos se
purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 10 : 1 (v/v)] para
producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,080 g, 92%). Los datos
instrumentales del compuesto fueron los mismos que los del compuesto obtenido en el proceso 2 del Ejemplo 75.

(Ejemplo de prueba 1) Produccion de vector de expresion de variante 1 de B7-H3 humano de longitud completa

ADNCc que codifica la variante 1 de B7-H3 humano se amplificé mediante reaccién de PCR usando ADNc sintetizado
a partir del ARN total de una célula LNCaP (Coleccion Americana de Cultivos Tipo: ATCC) como un molde y el
siguiente conjunto de cebadores:

cebador 1:
5’-ctatagggagacccaagctggctagcatgcetgegtcggeggggeag-3’ (SEQ ID NO: 22) y

cebador 2:
5'-
aacgggccctctagactcgagcggceccgctcaggctatttecttgtccatcatette

tttgctgtcag-3' (SEQ ID NO: 23).

A continuacion, el producto de PCR obtenido de este modo se purificé usando MagExtractor PCR & Gel cleanup
(Toyobo Co., Ltd.). El producto purificado se digirié adicionalmente con enzimas de restriccion (Nhel/Notl) y a
continuacion se purificé usando MagExtractor PCR & Gel cleanup (Toyobo Co., Ltd.). pcDNA3.1 (+) ADN plasmidico
(Life Technologies) se digirid con las mismas enzimas de restriccion que anteriormente (Nhel/Notl) y a continuacion
se purificé usando MagExtractor PCR & Gel cleanup (Toyobo Co., Ltd.).

Estas soluciones de ADN purificadas se mezclaron, se cargaron adicionalmente con Ligation high (Toyobo Co., Ltd.),
y se incubaron para el ligamiento a 16 °C durante 8 horas.

Células DH5a de Escherichia coli competentes (Life Technologies) se transformaron mediante la adicion del
producto de reaccién obtenido.

Las colonias asi obtenidas se sometieron a PCR directa de colonias usando cebadores de PCR y cebador inverso
de BGH para seleccionar clones candidatos.

Los clones candidatos obtenidos se cultivaron en un medio liquido (LB/Amp), y se extrajo un ADN plasmidico con
MagExtractor-Plasmid- (Toyobo Co., Ltd.).

Cada clon obtenido se comparé con la secuencia CDS proporcionada mediante el analisis de secuenciacion entre el
cebador 3 (cebador promotor de CMV):
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5’-cgcaaatgggcggtaggcegtg-3’ (SEQ ID NO: 24) y cebador 4 (cebador inverso de BGH):
5’-tagaaggcacagtcgagg-3’ (SEQ ID NO: 25)
con el ADN plasmidico obtenido como molde.

Después de confirmar la secuencia, el clon obtenido se cultivd en 200 ml de medio LB/Amp, y se extrajo un ADN
plasmidico usando el kit VioGene Plasmid Midi V-100.

La cepa se denominé como pcDNA3.1-B7-H3. La secuencia de un sitio de ORF del gen de la variante 1 de B7-H3
clonado en el vector se muestra en las posiciones de nucleétido 1 a 1602 en la SEQ ID NO: 26 (figura 16) en el
listado de secuencias. Ademas, la secuencia de aminoacidos de la variante 1 de B7-H3 se muestra en la SEQ ID
NO: 1 en el listado de secuencias.

(Ejemplo de prueba 2) Preparacion de célula CCRF-CEM que expresa de forma estable el gen de la variante 1 de
B7-H3

pcDNA3.1-B7-H3 producido en el ejemplo de prueba 1 se transfecté en células CCRF-CEM (ATCC) por
electroporacion usando Nucleofector Il (fabricado por Lonza Group Ltd.). A continuacion, las células se cultivaron
adicionalmente durante dos noches en medio de RPMI1640 (Life Technologies) que contiene suero bovino fetal al 10
% (FBS) (al que se hace referencia posteriormente en el presente documento como FBS al 10 %-RPMI1640) en
condiciones de 37 °C y CO; al 5 %.

Después del cultivo de 2 dias, el cultivo se inicié en FBS al 10 %-RPMI1640 que contiene 750 pug/ml de G418 (Life
Technologies) con el fin de seleccionar células CCRF-CEM en las que se integré de forma estable pcDNA3.1-B7-H3.

Después del cultivo de 1 mes, se realizé una clonaciéon mediante el procedimiento de dilucién limitante con el fin de
producir un clon de una sola célula. Especificamente, las células que tienen resistencia a G418 se diluyeron a 10
células/ml, se inocularon en una placa de 96 pocillos a una concentracién de 100 pl/pocillo, y se cultivaron, y las
células que se dejaron proliferar se recuperaron de pocillos individuales.

Se us6 citometria de flujo para confirmar la expresién de B7-H3 en cada clon recuperado. Especificamente, cada
clon recuperado se lavé dos veces con PBS que contiene FBS al 5 %, a continuacion se suspendiéo mediante la
adicion de PBS que contiene FBS al 5 % y 10 ug/ml de M30, y se dejo reposar a 4 °C durante 30 minutos. El clon se
lavé dos veces con PBS que contiene FBS al 5 %, a continuacion se suspendié mediante la adicion de fraccion de
IgG de cabra conjugada con fluoresceina a IgG de raton (molécula completa) (n.° 55493, fabricado por ICN
Pharmaceuticals, Inc.) se diluyd 1000 veces con PBS que contiene FBS al 5 %, y se dejo reposar a 4 °C durante 30
minutos. El clon se lavé dos veces con PBS que contiene FBS al 5 %, a continuacion se volvio a suspender en PBS
que contiene FBS al 5 %, y se detectdé usando un citometro de flujo (FC500: Beckman Coulter, Inc.).

Las células CCRF-CEM que expresan de forma estable el gen de la variante 1 de B7-H3 obtenido de este modo
mediante estos procedimientos se designaron como células CEM_V1_3.1_2. Las células CCRF-CEM de linea
parental se usaron como una linea celular que carece de expresion de B7-H3.

(Ejemplo de prueba 3) Prueba de citotoxicidad (1) de conjugado de anticuerpo - farmaco

Las células CEM_V1_3.1_2 producidas en el ejemplo de prueba 2 o las células CCRF-CEM (ATCC) se cultivaron en
RPMI1640 (GIBCO) que contiene suero bovino fetal al 10 % (MOREGATE) (al que se hace referencia
posteriormente en el presente documento como medio). Las células CEM_V1_3.1_2 o las células CCRF-CEM se
prepararon para tener una concentracion de 8 x 10* células/ml usando un medio, se afiadieron a una concentracion
de 25 pl/pocillo a una microplaca de 96 pocillos para cultivo celular cargada con 65 pl/pocillo de un medio, y se
cultivaron durante una noche. Al dia siguiente, el anticuerpo M30-H1-L4, anticuerpo M30-H1-L4P, y conjugado de
anticuerpo - farmaco diluido cada uno en 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM, 0,32 nM y 0,064 nM usando un
medio se anadieron a una concentracion de 10 pl/pocillo a la microplaca. Un medio se afiadié a una concentracion
de 10 pl/pocillo a pocillos no suplementados con sustancia de prueba. Las células se cultivaron bajo CO, al 5 % a 37
°C durante 3 dias. Después del cultivo, la microplaca se sac6 de la incubadora y se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La solucion de cultivo se cargd con una cantidad igual de ensayo de viabilidad celular
luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se agité. Después de que la microplaca se dejara reposar a temperatura
ambiente durante 10 minutos, la cantidad de emision de luz se midié6 usando un lector de placas (PerkinElmer). El
valor de Clsp se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Clso (nM) = antilog ((50 - d) X (LOG1ob - LOG1oa) / (d - C) + LOG1ob)

a: Concentracion a de la sustancia de prueba
b: Concentracién b de la sustancia de prueba
c: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion a
d: Relaciéon de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion b

Las concentraciones a y b establecen la relacién a > b que corta una relacién de un 50 % de células vivas.
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La tasa de supervivencia de las células a cada concentracion se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Tasa de supervivencia de las células (%) =a/b x 100

a: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos suplementados con sustancia de prueba (n = 2)
b: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos no suplementados con sustancia de prueba (n =
10)

Los conjugados de anticuerpo - farmaco (5), (16), (21), (32), (44), (45), (46), (52) y (54) mostraron una actividad
citotoxica de Clsp < 0,1 (nM) contra las células CEM_V1_3.1_2. Los conjugados de anticuerpo - farmaco (1), (12),
(13), (20), (28), (29), (35), (36), (37), (41), (49) y (53) mostraron una actividad citotoxica de 0,1 < Clso < 1 (nM) contra
las células. Los conjugados de anticuerpo - farmaco (33), (34), (47), (48), (50) y (51) mostraron una actividad
citotoxica de 1 < Clsp < 100 (nM) contra las células. Por otra parte, ninguno de estos conjugados de anticuerpo -
farmaco mostré una actividad citotdxica contra las células CCRF-CEM (> 100 (nM)). Ni el anticuerpo M30-H1-L4 ni el
anticuerpo M30-H1-L4P mostraron una actividad citotdxica contra ambas de las células (> 100 (nM)).

(Ejemplo de prueba 4) Prueba de citotoxicidad (2) de conjugado de anticuerpo - farmaco

Células positivas para antigeno células SR (ATCC) o células negativas para antigeno células Daudi (ATCC) se
cultivaron en RPMI1640 (GIBCO) que contiene suero bovino fetal al 10 % (MOREGATE) (al que se hace referencia
posteriormente en el presente documento como medio). Las células SR o células Daudi se prepararon para tener
una concentracién de 2,8 x 10* células/ml usando un medio y se afiadieron a una concentracion de 90 ul/pocillo a
una microplaca de 96 pocillos para cultivo celular. Dos horas después, el anticuerpo anti-CD30 y conjugados de
anticuerpo - farmaco (6) y (7) diluido cada uno en 40 nM, 8 nM, 1,6 nM, 320 pM, 64 pM, 12,8 pM y 2,6 pM usando un
medio se anadieron a una concentracion de 10 pl/pocillo a la microplaca. Un medio se afiadié a una concentracion
de 10 pl/pocillo a pocillos no suplementados con sustancia de prueba. Las células se cultivaron bajo CO; al 5 % a 37
°C durante 3 dias. Después del cultivo, la microplaca se sacé de la incubadora y se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La solucion de cultivo se cargd con una cantidad igual de ensayo de viabilidad celular
luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se agité. Después de que la microplaca se dejara reposar a temperatura
ambiente durante 10 minutos, la cantidad de emision de luz se midié6 usando un lector de placas (PerkinElmer). El
valor de Clsp se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Clso (nM) = antilog ((50 - d) X (LOG1ob - LOG1oa) / (d - C) + LOG1ob)

a: Concentracion a de la sustancia de prueba
b: Concentracién b de la sustancia de prueba
c: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion a
d: Relacion de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion b

Las concentraciones a y b establecen la relacion a > b que corta una relacion de un 50 % de células vivas.
La tasa de supervivencia de las células a cada concentracion se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Tasa de supervivencia de las células (%) =a/b x 100

a: Cantidad promedio de emision de luz a partir de los pocillos suplementados con sustancia de prueba (n = 2)
b: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos no suplementados con sustancia de prueba (n =
12)

Los conjugados de anticuerpo - farmaco (6) y (7) mostraron una actividad citotéxica de Clsp < 0,01 (nM) contra las
células SR. Por otra parte, los conjugados de anticuerpo - farmaco (6) y (7) no mostraron actividad citotoxica alguna
contra las células Daudi (> 4,0 (nM)). El anticuerpo anti-CD30 no mostré actividad citotéxica alguna contra ambas de
las células (> 4,0 (nM)).

(Ejemplo de prueba 5) Prueba de citotoxicidad (3) de conjugado de anticuerpo - farmaco

Células positivas para antigeno células SR (ATCC) se cultivaron en RPMI1640 (GIBCO) que contiene suero bovino
fetal al 10 % (MOREGATE) (al que se hace referencia posteriormente en el presente documento como medio). Las
células SR se prepararon para tener una concentracion de 2,8 x 10* células/ml usando un medio y se afhadieron a
una concentracion de 90 ul/pocillo a una microplaca de 96 pocillos para cultivo celular. Dos horas después, el
anticuerpo anti-CD30 y conjugados de anticuerpo - farmaco (22), (23), (38), (64) y (65) diluido cada uno en 1000 nM,
100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM, 10 pM y 1 pM usando un medio se afiadieron a una concentracion de 10 pl/pocillo a
la microplaca. Un medio se afiadié a una concentracion de 10 ul/pocillo a pocillos no suplementados con sustancia
de prueba. Las células se cultivaron bajo CO; al 5 % a 37 °C durante 6 dias. Después del cultivo, la microplaca se
saco de la incubadora y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucion de cultivo se cargé
con una cantidad igual de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se agit6. Después de
que la microplaca se dejara reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos, la cantidad de emisién de luz se
midio usando un lector de placas (PerkinElmer). El valor de Cls se calculdé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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Clso (nM) = antilog ((50 - d) X (LOG1ob - LOG1oa) / (d - C) + LOG1ob)

a: Concentracion a de la sustancia de prueba
b: Concentracién b de la sustancia de prueba
c: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion a
d: Relacion de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion b

Las concentraciones a y b establecen la relacion a > b que corta una relacion de un 50 % de células vivas.
La tasa de supervivencia de las células a cada concentracion se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Tasa de supervivencia de las células (%) =a/b x 100

a: Cantidad promedio de emision de luz a partir de los pocillos suplementados con sustancia de prueba (n = 2)
b: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos no suplementados con sustancia de prueba (n =
12)

Los conjugados de anticuerpo - farmaco (23), (38), (64) y (65) mostraron una actividad citotdxica de Clsp < 0,01 (nM)
contra las células SR. El conjugado de anticuerpo - farmaco (22) mostré una actividad citotéxica de Clsp < 0,1 (nM)
contra las células SR. El anticuerpo anti-CD30 no mostré actividad citotdxica alguna contra las células SR (> 4,0
(nM)).

(Ejemplo de prueba 6) Prueba de citotoxicidad (4) de conjugado de anticuerpo - farmaco

Células positivas para antigeno células HL-60 (ATCC) o células negativas para antigeno células Raji (ATCC) se
cultivaron en RPMI1640 (GIBCO) que contiene suero bovino fetal al 10 % (MOREGATE) (al que se hace referencia
posteriormente en el presente documento como medio). Las células HL-60 o células Raji se prepararon para tener
una concentracion de 8 x 10* células/ml usando un medio y se afadieron a una concentracion de 25 pl/pocillo a una
microplaca de 96 pocillos para cultivo celular cargada con 65 pl/pocillo de un medio. El anticuerpo anti-CD33 y
conjugados de anticuerpo - farmaco (8) y (9) diluido cada uno en 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM, 0,32 nM y
0,064 nM usando un medio se afiadieron a una concentraciéon de 10 ul/pocillo a la microplaca. Un medio se afadié a
una concentracion de 10 ul/pocillo a pocillos no suplementados con sustancia de prueba. Las células se cultivaron
bajo CO; al 5 % a 37 °C durante 3 dias. Después del cultivo, la microplaca se sacé de la incubadora y se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. La soluciéon de cultivo se cargé con una cantidad igual de
ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se agit6. Después de que la microplaca se dejara
reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos, la cantidad de emisién de luz se midié usando un lector de
placas (PerkinElmer). El valor de Clsg se calculdé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Clso (nM) = antilog ((50 - d) X (LOG1ob - LOG1oa) / (d - C) + LOG1ob)

a: Concentracion a de la sustancia de prueba
b: Concentracién b de la sustancia de prueba
c: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion a
d: Relacion de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion b

Las concentraciones a y b establecen la relacion a > b que corta una relacion de un 50 % de células vivas.
La tasa de supervivencia de las células a cada concentracion se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Tasa de supervivencia de las células (%) =a/b x 100

a: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos suplementados con sustancia de prueba (n = 2)
b: Cantidad promedio de emision de luz a partir de los pocillos no suplementados con sustancia de prueba (n = 5)

Los conjugados de anticuerpo - farmaco (8) y (9) mostraron una actividad citotdxica de Clsp < 0,1 (nM) contra las
células HL-60. Por otra parte, los conjugados de anticuerpo - farmaco (8) y (9) no mostraron actividad citotoxica
alguna contra las células Raji (> 100 (nM)). El anticuerpo anti-CD33 no mostré actividad citotoxica alguna contra
ambas de las células (> 100 (nM)).

(Ejemplo de prueba 7) Prueba de citotoxicidad (5) de conjugado de anticuerpo - farmaco

Células positivas para antigeno células NOMO-1 (HSRRB) se cultivaron en RPMI1640 (GIBCO) que contiene suero
bovino fetal al 10 % (MOREGATE) (al que se hace referencia posteriormente en el presente documento como
medio). Las células NOMO-1 se prepararon para tener una concentracion de 2,8 x 10* células/ml usando un medio y
se afiadieron a una concentracion de 90 pl/pocillo a una microplaca de 96 pocillos para cultivo celular. Dos horas
después, el anticuerpo anti-CD33 y conjugados de anticuerpo - farmaco (24), (25) y (67) diluido cada uno en 1000
nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM, 0,32 nM y 0,064 nM usando un medio se afiadieron a una concentracion de 10
pl/pocillo a la microplaca. Un medio se aiadié a una concentracién de 10 pl/pocillo a pocillos no suplementados con
sustancia de prueba. Las células se cultivaron bajo CO; al 5 % a 37 °C durante 6 dias. Después del cultivo, la
microplaca se sacoé de la incubadora y se dej6 reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. La solucion de
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cultivo se cargd con una cantidad igual de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se
agité. Después de que la microplaca se dejara reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos, la cantidad de
emision de luz se midié usando un lector de placas (PerkinElmer). El valor de Clso se calculé de acuerdo con la
siguiente ecuacion:

Clso (nM) = antilog ((50 - d) X (LOG1ob - LOG1oa) / (d - C) + LOG1ob)

a: Concentracion a de la sustancia de prueba
b: Concentracién b de la sustancia de prueba
c: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion a
d: Relacion de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion b

Las concentraciones a y b establecen la relacién a > b que corta una relacion de un 50 % de células vivas.
La tasa de supervivencia de las células a cada concentracion se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Tasa de supervivencia de las células (%) =a/b x 100

a: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos suplementados con sustancia de prueba (n = 2)
b: Cantidad promedio de emision de luz a partir de los pocillos no suplementados con sustancia de prueba (n = 5)

El conjugado de anticuerpo - farmaco (25) mostrdé una actividad citotoxica de Clsp < 0,1 (nM) contra las células
NOMO-1. Los conjugados de anticuerpo - farmaco (24) y (67) mostraron una actividad citotdxica de 1 < Clsp < 100
(nM) contra las células. El anticuerpo anti-CD33 no mostroé actividad citotéxica alguna contra las células NOMO-1 (>
100 (nM)).

(Ejemplo de prueba 8) Prueba de citotoxicidad (6) de conjugado de anticuerpo - farmaco

Células positivas para antigeno células U251 (ATCC) o células negativas para antigeno células MCF-7 (ATCC) se
cultivaron en RPMI1640 (GIBCO) que contiene suero bovino fetal al 10 % (MOREGATE) (al que se hace referencia
posteriormente en el presente documento como medio). Las células U251 o células MCF-7 se prepararon para tener
una concentracion de 2,8 x 10* células/ml usando un medio, se afiadieron a una concentracion de 90 ul/pocillo a una
microplaca de 96 pocillos para cultivo celular, y se cultivaron durante una noche. Al dia siguiente, el anticuerpo anti-
CD70 y conjugados de anticuerpo - farmaco (10) y (11) diluido cada uno en 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM,
0,32 nM y 0,064 nM usando un medio se afiadieron a una concentracion de 10 pl/pocillo a la microplaca. Un medio
se afiadié a una concentraciéon de 10 pl/pocillo a pocillos no suplementados con sustancia de prueba. Las células se
cultivaron bajo CO; al 5 % a 37 °C durante 6 dias. Después del cultivo, la microplaca se saco de la incubadora y se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucién de cultivo se cargd con una cantidad igual de
ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se agit6. Después de que la microplaca se dejara
reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos, la cantidad de emisién de luz se midié usando un lector de
placas (PerkinElmer). El valor de Clsp se calculdé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Clso (nM) = antilog ((50 - d) X (LOG1ob - LOG1oa) / (d - C) + LOG1ob)

a: Concentracion a de la sustancia de prueba
b: Concentracién b de la sustancia de prueba
c: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion a
d: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion b

Las concentraciones a y b establecen la relacion a > b que corta una relacion de un 50 % de células vivas.
La tasa de supervivencia de las células a cada concentracion se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Tasa de supervivencia de las células (%) =a/b x 100

a: Cantidad promedio de emisiéon de luz a partir de los pocillos suplementados con sustancia de prueba (n = 2)
b: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos no suplementados con sustancia de prueba (n =
12)

Los conjugados de anticuerpo - farmaco (10) y (11) mostraron una actividad citotdxica de Clsp < 1 (nM) contra las
células U251. Por otra parte, los conjugados de anticuerpo - farmaco (10) y (11) no mostraron actividad citotoxica
alguna contra las células MCF-7 (= 90 (nM)). El anticuerpo anti-CD70 no mostré actividad citotdxica alguna contra
ambas de las células (> 100 (nM)).

(Ejemplo de prueba 9) Prueba de citotoxicidad (7) de conjugado de anticuerpo - farmaco

Células positivas para antigeno células U251 (ATCC) se cultivaron en RPMI1640 (GIBCO) que contiene suero
bovino fetal al 10 % (MOREGATE) (al que se hace referencia posteriormente en el presente documento como
medio). Las células U251 se prepararon para tener una concentracion de 2,8 x 10* células/ml usando un medio y se
afiadieron a una concentracién de 90 ul/pocillo a una microplaca de 96 pocillos para cultivo celular. Dos horas
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después, el anticuerpo anti-CD70 y conjugados de anticuerpo - farmaco (26), (27), (40), (68) y (69) diluido cada uno
en 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM, 0,32 nM y 0,064 nM usando un medio se afiadieron a una concentracion
de 10 pl/pocillo a la microplaca. Un medio se afiadi6 a una concentraciéon de 10 pl/pocillo a pocillos no
suplementados con sustancia de prueba. Las células se cultivaron bajo CO, al 5 % a 37 °C durante 6 dias. Después
del cultivo, la microplaca se sacé de la incubadora y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. La
solucion de cultivo se cargd con una cantidad igual de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo
(Promega) y se agitd. Después de que la microplaca se dejara reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos,
la cantidad de emisidon de luz se midié usando un lector de placas (PerkinElmer). El valor de Clsy se calculé de
acuerdo con la siguiente ecuacion:

Clso (nM) = antilog ((50 - d) X (LOG1ob - LOG1oa) / (d - C) + LOG1ob)

a: Concentracion a de la sustancia de prueba
b: Concentracién b de la sustancia de prueba
c: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion a
d: Relaciéon de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion b

Las concentraciones a y b establecen la relacion a > b que corta una relacion de un 50 % de células vivas.
La tasa de supervivencia de las células a cada concentracion se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Tasa de supervivencia de las células (%) =a/b x 100

a: Cantidad promedio de emision de luz a partir de los pocillos suplementados con sustancia de prueba (n = 2)
b: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos no suplementados con sustancia de prueba (n =
12)

Los conjugados de anticuerpo - farmaco (26), (27), (40) y (69) mostraron una actividad citotoxica de 1 < Clsp < 10
(nM) contra las células U251. El conjugado de anticuerpo - farmaco (68) mostré una actividad citotoxica de 10 < Clsp
<100 (nM) contra las células. El anticuerpo anti-CD70 no mostré actividad citotéxica alguna contra las células U251
(> 100 (nM)).

(Ejemplo de prueba 10) Prueba de citotoxicidad (8) de farmaco liberado

Células A375 (ATCC) se cultivaron en DMEM (GIBCO) que contiene suero bovino fetal al 10 % (MOREGATE) (al
que se hace referencia posteriormente en el presente documento como medio). Las células A375 se prepararon para
tener una concentracion de 4 x 10* células/ml usando un medio, se afiadieron a una concentracion de 25 pl/pocillo a
una microplaca de 96 pocillos para cultivo celular (CORNING) cargada con 65 pl/pocillo de un medio, y se cultivaron
durante una noche. Al dia siguiente, cada sustancia de prueba diluida en 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM,
0,32 nM y 0,064 nM usando DMSO se afiadié a una concentracion de 0,5 pl/pocillo a la microplaca. Se anadio
DMSO a una concentracion de 0,5 ul/pocillo a pocillos no suplementados con sustancia de prueba. El volumen del
medio en cada pocillo se ajustd a 100 yl mediante la adicion de 10 pl/pocillo de un medio, y las células se cultivaron
bajo CO; al 5 % a 37 °C durante 6 dias. Después del cultivo, la microplaca se sacé de la incubadora y se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. La soluciéon de cultivo se cargé con una cantidad igual de
ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se agit6. Después de que la microplaca se dejara
reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos, la cantidad de emisién de luz se midié usando un lector de
placas. El valor de Clsg se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Clso (nM) = antilog ((50 - d) X (LOG1ob - LOG1oa) / (d - C) + LOG1ob)

a: Concentracion a de la sustancia de prueba
b: Concentracién b de la sustancia de prueba
c: Relacién de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion a
d: Relaciéon de células vivas suplementadas con la sustancia de prueba que tiene la concentracion b

Las concentraciones a y b establecen la relacion a > b que corta una relacion de un 50 % de células vivas.
La tasa de supervivencia de las células se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Tasa de supervivencia de las células (%) =a/b x 100

a: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos suplementados con sustancia de prueba (n = 2)
b: Cantidad promedio de emisién de luz a partir de los pocillos no suplementados con sustancia de prueba (n =
10)

El compuesto del Ejemplo (75) y exatecan mostré una actividad citotdxica de 0,1 < Clsp < 1 (nM) contra las células
A375. El compuesto del Ejemplo (42) mostré una actividad citotoxica contra 1 < Clsp < 10 (nM) contra las células. El
compuesto del Ejemplo (1) mostré una actividad citotoxica contra 10 < Clsg < 100 (nM) contra las células.

(Ejemplo de prueba 11) Prueba antitumoral (1)
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Raton: ratones desnudos BALB/c hembra de 5 a 6 semanas de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) se
aclimataron durante 4 a 7 dias en condiciones de SPF antes de su uso en el experimento. Los ratones se
alimentaron con pienso sélido esterilizado (FR-2, Funabashi Farms Co., Ltd) y se les dio agua del grifo esterilizada
(preparada mediante la adicion de una solucion de hipoclorito sédico de 5 a 15 ppm).

Ensayo y expresion de calculo: En todos los estudios, el eje mayor y el eje menor del tumor se midieron dos veces a
la semana usando un calibrador electrénico digital (CD-15C, Mitutoyo Corp.), y se calculé el volumen tumoral (mm?®).
La expresion de calculo es como se muestra posteriormente.

Volumen tumoral (mm?®) = 1/2 x Eje mayor (mm) x [Eje menor (mm)]?

La totalidad de los conjugados de anticuerpo - farmaco se diluyeron con solucién salina fisioldgica (Otsuka
Pharmaceutical Factory, Inc.) y se usaron a un volumen de 10 ml/kg para su administracion intravenosa a la cola de
cada ratéon. Se adqumeron células de la linea de melanoma humano A375 de ATCC (Coleccion Americana de
Cultivos Tipo). 8 x 10° células suspendidas en solucion salina fisioldgica se transplantaron subcutaneamente al lado
derecho del abdomen de cada raton desnudo hembra (dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el dia 11. El
anticuerpo M30-H1-L4P y conjugado de anticuerpo - farmaco (2) se administraron, cada uno, por via intravenosa a
una dosis de 10 mg/kg a la cola de cada ratén los dias 11, 18 y 25.

Los resultados se muestran en la Figura 17. En el dibujo, la linea con rombos abiertos muestra los resultados acerca
de un tumor sin tratar, la linea con triangulos abiertos muestra el efecto del anticuerpo M30-H1-L4P vy la linea con
circulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (2).

Como se observa de estos resultados, la administracion del conjugado de anticuerpo - farmaco (2) disminuyo
notablemente el volumen tumoral, y no se observé crecimiento tumoral alguno después de la administracion final.
Por el contrario, la administracién del anticuerpo M30-H1-L4P dio como resultado el avance del crecimiento tumoral.

Ademas, los ratones que recibieron el conjugado de anticuerpo - farmaco (2) no presentaron signos notables tales
como pérdida de peso, lo que sugiere que el conjugado de anticuerpo - farmaco (2) es de baja toxicidad y
sumamente seguro.

(Ejemplo de prueba 12) Prueba antitumoral (2)

Se adqumeron células de la linea de melanoma humano A375 de ATCC (Coleccion Americana de Cultivos Tipo). 6 x
10° células suspendidas en solucién salina fisiologica se transplantaron subcutaneamente al lado derecho del
abdomen de cada ratén desnudo hembra (dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el dia 18. El conjugado
de anticuerpo - farmaco (2) se administré por via intravenosa a cada dosis (0,1, 0,3, y 1,3 mg/kg) a la cola de cada
raton los dias 18, 25 y 32 en un programa de cs x 3.

Los resultados se muestran en la Figura 18. En el dibujo, la linea con rombos abiertos muestra los resultados acerca
de un tumor sin tratar, la linea con cuadrados sélidos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (2)
administrado a 0,1 mg/kg, la linea con marcas X muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (2)
administrado a 0,3 mg/kg, la linea con triangulos solidos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (2)
administrado a 1 mg/kg y la linea con circulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (2)
administrado a 3 mg/kg. El conjugado de anticuerpo - farmaco (2) fue eficaz para contraer el tumor de una forma
dependiente de la dosis.

(Ejemplo de prueba 13) Prueba antitumoral (3)

Las células Calu-6 de linea de cancer de pulmon no de células pequefias humano se adquirieron de ATCC
(Coleccién Americana de Cultivos Tipo). 5 x 10° células suspendidas en solucién salina fisioldgica se transplantaron
subcutaneamente al lado derecho del abdomen de cada raton desnudo hembra (dia 0), y los ratones se agruparon
aleatoriamente el dia 11. El anticuerpo M30-H1-L4P y conjugado de anticuerpo - farmaco (2) se administraron, cada
uno, por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg a la cola de cada raton los dias 11, 18, y 25 en un programa de cs
x 3.

Los resultados se muestran en la Figura 19. En el dibujo, la linea con rombos abiertos muestra los resultados acerca
de un tumor sin tratar, la linea con triangulos abiertos muestra el efecto del anticuerpo M30-H1-L4P vy la linea con
circulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (2). La administracion del conjugado de
anticuerpo - farmaco (2) disminuyd notablemente el volumen tumoral, y no se observé crecimiento tumoral alguno
después de la administracion final. Por el contrario, la administracién del anticuerpo M30-H1-L4P dio como resultado
el avance del crecimiento tumoral.

Ademas, los ratones que recibieron el conjugado de anticuerpo - farmaco (2) no presentaron signos notables tales
como pérdida de peso, lo que sugiere que el conjugado de anticuerpo - farmaco (2) es de baja toxicidad y
sumamente seguro.
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(Ejemplo de prueba 14) Prueba antitumoral (4)

Se adqulrleron células de la linea de melanoma humano A375 de ATCC (Coleccion Americana de Cultivos Tipo). 8 x
10° células suspendidas en solucién salina fisiologica se transplantaron subcutaneamente al lado derecho del
abdomen de cada raton desnudo hembra (dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el dia 21. Los
conjugados de anticuerpo - farmaco (1), (13), (41) y (55) se administraron, cada uno, por via intravenosa a una dosis
de 10 mg/kg a la cola de cada raton el dia 21.

Los resultados se muestran en la Figura 20. En el dibujo, la linea con rombos abiertos muestra los resultados acerca
de un tumor sin tratar, la linea con circulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
administrado (1), la linea con triangulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
administrado (13), la linea con marcas X muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco administrado (41)
y la linea con cuadrados abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco administrado (55). La
administracion del conjugado de anticuerpo - farmaco (1), (13), (41) o (55) disminuyd notablemente el volumen
tumoral, y la totalidad de estos conjugados de anticuerpo - farmaco ejercieron un efecto inhibidor del crecimiento
tumoral.

Ademas, los ratones que recibieron el conjugado de anticuerpo - farmaco (1), (13), (41) o (55) no presentaron signos
notables tales como pérdida de peso, lo que sugiere que los conjugados de anticuerpo - farmaco (1), (13), (41) y (55)
son de baja toxicidad y sumamente seguros.

(Ejemplo de prueba 15) Prueba antitumoral (5)

Las células Calu-6 de linea de cancer de pulmon no de células pequefias humano se adquirieron de ATCC
(Coleccién Americana de Cultivos Tipo). 5 x 10° células suspendidas en solucion salina fisiologica se transplantaron
subcutaneamente al lado derecho del abdomen de cada raton desnudo hembra (dia 0), y los ratones se agruparon
aleatoriamente el dia 12. Los conjugados de anticuerpo - farmaco (13), (41) y (55) se administraron, cada uno, por
via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg a la cola de cada ratén el dia 12. Como control comparativo, se administro
DE-310 por via intravenosa a una dosis de 0,1 mg/kg a la cola de cada ratén el dia 12. En este caso, la dosis
anteriormente mencionada del conjugado de anticuerpo - farmaco estaba basada en la cantidad del anticuerpo en el
conjugado y la dosis anteriormente mencionada de DE-310 estaba basada en la cantidad del farmaco contenido en
el mismo. A este respecto, las cantidades de los farmacos respectivamente contenidos en el conjugado de
anticuerpo - farmaco y DE-310 eran de aproximadamente 1 : 100. Esto significa que las dosis del conjugado de
anticuerpo - farmaco y DE-310 eran iguales en términos de las cantidades de los farmacos contenidos en el mismo.

Los resultados se muestran en la Figura 21. En el dibujo, la linea con rombos abiertos muestra los resultados acerca
de un tumor sin tratar, la linea con circulos abiertos muestra el efecto de DE-310, la linea con triangulos abiertos
muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco (13), la linea con marcas X muestra el efecto del conjugado
de anticuerpo - farmaco (41) y la linea con cuadrados abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo -
farmaco (55). La administracion del conjugado de anticuerpo - farmaco (13), (41) o (55) disminuyd notablemente el
volumen tumoral, mientras que la administracion de DE-310 no mostré reduccion alguna en el volumen tumoral.

Ademas, los ratones que recibieron el conjugado de anticuerpo - farmaco (13), (41) o (55) no presentaron signos
notables tales como pérdida de peso, lo que sugiere que estos conjugados de anticuerpo - farmaco son de baja
toxicidad y sumamente seguros.

(Ejemplo de prueba 16) Prueba antitumoral (6)

Se adqumeron células de la linea de melanoma humano A375 de ATCC (Coleccion Americana de Cultivos Tipo). 1 x
10" células suspendidas en solucién salina fisiologica se transplantaron subcutaneamente al lado derecho del
abdomen de cada raton desnudo hembra (dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el dia 11. Los
conjugados de anticuerpo - farmaco (17), (18), (19), (59), (60) y (61) se administraron, cada uno, por via intravenosa
a una dosis de 3 mg/kg a la cola de cada ratén los dias 11 y 18 en un programa de cs x 2.

Los resultados se muestran en la Figura 22. En el dibujo, la linea con rombos sélidos muestra los resultados acerca
de un tumor sin tratar, la linea con cuadrados soélidos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
administrado (17), la linea con triangulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
administrado (18), la linea con circulos abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
administrado (19), la linea con triangulos soélidos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
administrado (59), la linea con cuadrados abiertos muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco
administrado (60) y la linea con marcas X muestra el efecto del conjugado de anticuerpo - farmaco administrado
(61).

La administracion del conjugado de anticuerpo - farmaco (17), (18), (19), (59), (60) o (61) disminuyo notablemente el
volumen tumoral, y la totalidad de estos conjugados de anticuerpo - farmaco ejercieron un efecto inhibidor del
crecimiento tumoral.

Ademas, los ratones que recibieron el conjugado de anticuerpo - farmaco (17), (18), (19), (59), (60) o (61) no
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presentaron signos notables tales como pérdida de peso, lo que sugiere que estos conjugados de anticuerpo -
farmaco son de baja toxicidad y sumamente seguros.

Texto libre del Listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 - secuencia de aminoacidos de la variante 1 de B7-H3

SEQ ID NO: 2 - secuencia de aminoacidos de la variante 2 de B7-H3

SEQ ID NO: 3 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 del anticuerpo M30

SEQ ID NO: 4 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 del anticuerpo M30

SEQ ID NO: 5 - Secuencia de aminoacidos de CDRHS3 del anticuerpo M30

SEQ ID NO: 6 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 del anticuerpo M30

SEQ ID NO: 7 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 del anticuerpo M30

SEQ ID NO: 8 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 del anticuerpo M30

SEQ ID NO: 9 - Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo M30-H1

SEQ ID NO: 10 - Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo M30-H2

SEQ ID NO: 11 - Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo M30-H3

SEQ ID NO: 12 - Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo M30-H4

SEQ ID NO: 13 - Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L1

SEQ ID NO: 14 - Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L2

SEQ ID NO: 15 - Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L3

SEQ ID NO: 16 - Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L4

SEQ ID NO: 17 - Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L5

SEQ ID NO: 18 - Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L6

SEQ ID NO: 19 - Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L7

SEQ ID NO: 20 - Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada del anticuerpo M30
SEQ ID NO: 21 - Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera del anticuerpo M30

SEQ ID NO: 22 - Cebador de PCR 1

SEQ ID NO: 23 - Cebador de PCR 2

SEQ ID NO: 24 - Cebador promotor de CMV: cebador 3

SEQ ID NO: 25 - Cebador inverso de BGH: cebador 4

SEQ ID NO: 26 - Secuencia de nucleétidos de la variante 1 de B7-H3

SEQ ID NO: 27 - Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada del anticuerpo anti-CD30
SEQ ID NO: 28 - Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera del anticuerpo anti-CD30
SEQ ID NO: 29 - Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada del anticuerpo anti-CD33
SEQ ID NO: 30 - Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera del anticuerpo anti-CD33
SEQ ID NO: 31 - Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada del anticuerpo anti-CD70
SEQ ID NO: 32 - Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera del anticuerpo anti-CD70
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Ser

385

Gly

Trp

Gln

val

210

Val

Ser

Ala

Pro

Thr

290

Ala

Asn

Phe

Leu

Asn

370

Tyr

Val

Gln

Met

195

Val

Leu

Pro

Leu

Gly

275

Lys

Tyr

Ala

Thr

Gln

355

Lys

Arg

Pro

Asp

180

Ala

Leu

Gln

Thr

Val

260

Phe

Gln

Ala

Ser

Cys

340

Val

Asp

Gly

Leu

165

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

245

Gly

Ser

Leu

Asn

Leu

325

Phe

Ala

Leu

Tyr

Thr
405
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Gln

Glu

Ala

Asp

230

Ala

Thr

Leu

Val

Arg

310

Arg

Val

Ala

Arg

Pro

390

Gly

Gly

Gln

Asn

215

Ala

vVal

Asp

Ala

His

295

Thr

Leu

Ser

Pro

Pro

375

Glu

Asn

Val

Gly

200

Gly

His

Glu

Ala

Gln

280

Ser

Ala

Gln

Ile

Tyr

360

Gly

Ala

Val

131

Pro

185

Leu

Thr

Ser

Val

Thr

265

Leu

Phe

Leu

Arg

Arg

345

Ser

Asp

Glu

Thr

170

Leu

Phe

Tyr

Ser

Gln

250

Leu

Asn

Thr

Phe

Val

330

Asp

Lys

Thr

Val

Thr
410

Thr

Asp

Ser

Val

235

vVal

Arg

Leu

Glu

Pro

315

Arg

Phe

Pro

Val

Phe

395

Ser

Gly

Val

Cys

220

Thr

Pro

Cys

Ile

Gly

300

Asp

Val

Gly

Ser

Thr

380

Trp

Gln

Asn

His

205

Leu

Ile

Glu

Ser

Trp

285

Arg

Leu

Ala

Ser

Met

365

Ile

Gln

Met

Val

190

Ser

Val

Thr

Asp

Phe

270

Gln

Asp

Leu

Asp

Ala

350

Thr

Thr

Asp

Ala

175

Thr

Ile

Arg

Pro

Pro

255

Ser

Leu

Gln

Ala

Glu

335

Ala

Leu

Cys

Gly

Asn
415

Thr

Leu

Asn

Gln

240

Val

Pro

Thr

Gly

Gln

320

Gly

Val

Glu

Ser

Gln

400

Glu



Gln Gly Leu

Asn Gly Thr
435

Ala His Gly
450

Glu Ala Leu
465

Leu Val Ala

Glu Glu Glu

Ser Lys Thr
515

Asp Gly Gln
530
<210>2
<211> 316
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2

Met Leu Arg

Ala Leu Gly

Val Pro Glu
35

Cys Cys Ser
50

Leu Ile Trp
65

Glu Gly Gln

Phe

420

Tyr

Ser

Trp

Leu

Asn

500

Ala

Glu

Arg

Ala

20

Asp

Phe

Gln

Asp

Asp

Ser

Val

Val

Ala

485

Ala

Leu

Ile

Arg

Leu

Pro

Ser

Leu

Gln
85

ES 2671 644 T3

Val

Cys

Thr

Thr

470

Phe

Gly

Gln

Ala

Gly

Trp

Val

Pro

Thr

70

Gly

His

Leu

Ile

455

Val

Val

Ala

Pro

Ser

Phe

Val

Glu

55

Asp

Ser

Ser

Val

440

Thr

Gly

Cys

Glu

Leu
520

Pro

Cys

Ala

40

Pro

Thr

Ala

132

Val

425

Arg

Gly

Leu

Trp

Asp

505

Lys

Gly

Leu

25

Leu

Gly

Lys

Tyr

Leu

Asn

Gln

Ser

Arg

490

Gln

His

Met

10

Thr

Val

Phe

Gln

Ala
90

Arg

Pro

Pro

Val

475

Lys

Asp

Ser

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

75

Asn

Val

Val

Met

460

Cys

Ile

Gly

Asp

Val

Ala

Thr

Leu

60

Val

Arg

Val

Leu

445

Thr

Leu

Lys

Glu

Ser
525

His

Leu

Asp

45

Ala

His

Thr

Leu

430

Gln

Phe

Ile

Gln

Gly

510

Lys

Val

Glu

30

Ala

Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

Pro

Ala

Ser

495

Glu

Glu

Gly

15

Val

Thr

Leu

Phe

Leu
95

Ala

Asp

Pro

Leu

480

Cys

Gly

Asp

Ala

Gln

Leu

Asn

Ala

80

Phe



Pro

Arg

Phe

Pro

145

Val

Phe

Ser

Arg

Pro

225

Pro

Val

Lys

Asp

Ser
305

<210>3
<211>5
<212> PRT

Asp

Val

Gly

130

Ser

Thr

Trp

Gln

Val

210

Val

Met

Cys

Ile

Gly

290

Asp

Leu

Ala

115

Ser

Met

Ile

Gln

Met

195

Val

Leu

Thr

Leu

Lys

275

Glu

Ser

<213> Mus musculus

<400> 3

Leu

100

Asp

Ala

Thr

Thr

Asp

180

Ala

Leu

Gln

Phe

Ile

260

Gln

Gly

Lys

Ala

Glu

Ala

Leu

Cys

165

Gly

Asn

Gly

Gln

Pro

245

Ala

Ser

Glu

Glu

ES 2671 644 T3

Gln

Gly

Val

Glu

150

Ser

Gln

Glu

Ala

Asp

230

Pro

Leu

Cys

Gly

Asp
310

Gly

Ser

Ser

135

Pro

Ser

Gly

Gln

Asn

215

Ala

Glu

Leu

Glu

Ser

295

Asp

Asn

Phe

120

Leu

Asn

Tyr

Val

Gly

200

Gly

His

Ala

Val

Glu

280

Lys

Gly

133

Ala

105

Thr

Gln

Lys

Arg

Pro

185

Leu

Thr

Gly

Leu

Ala

265

Glu

Thr

Gln

Ser

Cys

Val

Asp

Gly

170

Leu

Phe

Tyr

Ser

Trp

250

Leu

Asn

Ala

Glu

Leu

Phe

Ala

Leu

155

Tyr

Thr

Asp

Ser

Val

235

Val

Ala

Ala

Leu

Ile
315

Arg

Val

Ala

140

Arg

Pro

Gly

Val

Cys

220

Thr

Thr

Phe

Gly

Gln

300

Ala

Leu

Ser

125

Pro

Pro

Glu

Asn

His

205

Leu

Ile

Val

Val

Ala

285

Pro

Gln

110

Ile

Tyr

Gly

Ala

Val

190

Ser

Val

Thr

Gly

Cys

270

Glu

Leu

Arg

Arg

Ser

Asp

Glu

175

Thr

Val

Arg

Gly

Leu

255

Trp

Asp

Lys

Val

Asp

Lys

Thr

160

Val

Thr

Leu

Asn

Gln

240

Ser

Arg

Gln

His
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Asn Tyr Val Met His
1 5

<210> 4

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

Tyr TIle Asn Pro Tyr Asn Asp Asp Val Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210>5

<211>13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Trp Gly Tyr Tyr Gly Ser Pro Leu Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 6

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Arg Ala Ser Ser Arg Leu Ile Tyr Met His
1 5 10

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 8

Gln Gln Trp Asn Ser Asn Pro Pro Thr
1 5

<210>9

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada humanizada de M30

<400> 9

134



Met

Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

Val

Lys

Leu

Gly

Asn

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Tyr

130

Gly

Gly

Val

Phe

Val

His

Ser

Ser

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

Leu

Gln

20

Ser

Val

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

Val

Trp

Val

Val

Met

Tyr

Gly

85

Glu

Arg

Gln

Val

Ala

165

Ser

Val

Pro
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Phe

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Trp

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Phe

Leu

Val

Trp

55

Asn

Val

Ser

Gly

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

135

Leu

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Ile

Leu

105

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Arg

Gly

Thr

Pro

Val

170

Ala

Gly

Gly

Val

Gly

Ala

Ala

Asp

75

Ala

Ser

Ser

Val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Pro

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Val

Glu

Asp

Leu

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

190

Leu

Tyr

Arg

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

Val

Ser

Ile

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys



Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Lys

Cys

210

vVal

Lys

Leu

Thr

vVal

290

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser
450

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Val

Val

Pro

Thr

435

Val

His

Cys

Gly

260

Met

His

Val

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

420

Val

Met

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

405

Val

Asp

His
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Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

vVal

Glu

Lys

Thr

Thr

390

Glu

Leu

Lys

Glu

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
455

Asn

His

val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

440

Leu

136

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

425

Trp

His

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

Val

235

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

315

Thr

vVal

Ala

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Gln

His

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
460

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

445

Thr

Arg

Pro

Lys

270

Val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

430

Val

Gln

Val

Ala

255

Pro

Val

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Lys

Glu

240

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser



<210> 10
<211> 471
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465

<223> Cadena pesada humanizada de M30

<400> 10

Met Lys His Leu

1

Val Leu

Pro Gly

Thr Asn
50

Glu Trp
65

Glu Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Asp Tyr

130

Lys Gly

145

Gly Gly

Pro Val

Thr Phe

Ser

Ser

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

Gln

20

Ser

Val

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

Trp

5

Val

Val

Met

Tyr

Gly

85

Glu

Arg

Gln

Val

Ala

165

Ser

Val

Phe

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Trp

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Phe

Leu

Val

Trp

55

Asn

Val

Ser

Gly

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

137

Leu

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Ile

Leu

105

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

470

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Arg

Gly

Thr

Pro

Val

170

Ala

Gly

Val

Gly

Ala

Ala

Asp

75

Ala

Ser

Ser

Val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Pro

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Val

Glu

Asp

Leu

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly
190

Leu

Arg

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

Val

Ser

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser



Val

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Lys

vVal

210

Val

Lys

Leu

Thr

Val

290

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Leu

195

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Val

Val

Pro

Thr
435

Val

His

Cys

Gly

260

Met

His

Val

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

420

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

405

Val

Asp
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Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

390

Glu

Leu

Lys

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asp

Ser

200

Ser

Asn

His

Val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
440

138

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

425

Trp

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Thr

Val

235

Pro

Phe

vVal

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Gln

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

vVal

Ser

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Gly

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn
445

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

Val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

430

Val

Ile

Val

Ala

255

Pro

Val

Vval

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Cys

Glu

240

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser
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Cys Ser Val Met His Glu

450

Leu Ser Leu Ser Pro Gly

465

<210> 11
<211> 471
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

470

<223> Cadena pesada humanizada de M30

<400> 11

Met Lys His Leu

1

Val Leu

Pro Gly

Thr Asn
50

Glu Trp
65

Glu Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Asp Tyr

130

Lys Gly
145

Gly Gly

Pro Val

Ser

Ser

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Glu

20

Ser

Val

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

Trp

5

Val

Val

Met

Tyr

Gly

85

Glu

Arg

Gln

Val

Ala

165

Ser

Phe

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Trp

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

455

Lys

Phe

Leu

Val

Trp

Asn

Ala

Ser

Gly

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

Ser

139

Leu

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Ile

Leu

105

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Arg

Gly

Thr

Pro

Val

170

Ala

Val

Gly

Ala

Ala

Asp

75

Ala

Ser

Ser

Val

Ser

155

Lys

Leu

460

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Pro

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Val

Glu

Asp

Leu

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

Arg

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His



Thr

Val

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Phe

Val

210

val

Lys

Leu

Thr

Val

290

vVal

Ser

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Pro

195

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Val

Val

Pro

180

Ala

Val

His

Cys

Gly

260

Met

His

Val

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Ser

Glu

Pro
420

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

405

Val

ES 2671 644 T3

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

390

Glu

Leu

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asp

Ser

200

Ser

Asn

His

Val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

140

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Asp
425

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Leu

Thr

Val

235

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

190

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

Val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu
430

Ser

Ile

Val

Ala

255

Pro

Vval

Vval

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser



Lys

Cys

Leu
465

<210> 12
<211> 471
<212> PRT

ES 2671 644 T3

Leu Thr Val Asp Lys

435

Ser Val Met His Glu

450

Ser Leu Ser Pro Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

470

<223> Cadena pesada humanizada de M30

<400> 12

Met

1

Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Lys

Leu

Gly

Asn

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Tyr

130

Gly

Gly

His

Ser

Ser

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Leu

Glu

20

Ser

Val

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Ala

Trp

Val

Val

Met

Tyr

Gly

85

Glu

Arg

Gln

Val

Ala

Phe

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Trp

Gly

Phe

150

Leu

Ser

Ala

455

Lys

Phe

Leu

Val

Trp

55

Asn

Ala

Ser

Gly

Thr

135

Pro

Gly

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser

440

445

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

141

Leu

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Gln

Leu

105

Tyr

Val

Ala

Leu

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Arg

Gly

Thr

Pro

Val

Val

Gly

Ala

Ala

Asp

75

Ser

Ser

Ser

Val

Ser

155

Lys

460

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Pro

Ser

140

Ser

Asp

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Val

Lys

Asp

Leu

125

Ser

Lys

Tyr

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ala

Ser

Phe

Arg

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

160

Glu



Pro

Thr

Vval

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

vVal

Phe

val

210

Val

Lys

Leu

Thr

vVal

290

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Pro

195

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Val

Val

Val

180

Ala

Val

His

Cys

Gly

260

Met

His

Val

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Ser

Glu

165

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
405

ES 2671 644 T3

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

Vval

Glu

Lys

Thr

Thr

390

Glu

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

142

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
410

Leu

Leu

Thr

Val

235

Pro

Phe

vVal

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

395

Pro

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Gly

190

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

Val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

175

Val

Ser

Ile

Val

Ala

255

Pro

Vval

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr
415

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys



Thr

Lys

Cys

Leu
465

<210> 13
<211> 233
<212> PRT

ES 2671 644 T3

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
420 425 430

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
470

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera humanizada de M30

<400> 13

143



Met

Gly

Leu

Leu

Leu

65

Phe

Leu

Asn

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

<210> 14

Val

Ala

Ser

Ile

50

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

210

Lys

Leu

Tyr

Pro

35

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

Ser

Gln

Gly

20

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

Thr

Glu

Glu

His

Ala

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2671 644 T3

Gln

Ile

Arg

Trp

Thr

70

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

Val

Val

Ala

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Phe

Leu

Thr

40

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

144

Ile

Thr

25

Leu

Gln

Leu

Asp

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Ser

10

Gln

Ser

Lys

Ala

Phe

90

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Leu

Ser

Cys

Pro

Ser

75

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Pro

Arg

Gly

60

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Leu

Ala

Ala

45

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Trp

Thr

30

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Ile

15

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

95

Asn

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

80

Arg

Ser

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val



<211> 23

3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2671 644 T3

<223> Cadena ligera humanizada de M30

<400> 14

Met Val Leu

1

Gly

Leu

Leu

Leu

65

Phe

Leu

Asn

Ala

Ser

Ile

50

Trp

Ser

Glu

Pro

Tyr

Pro

35

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro
115

Gln

Gly

20

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Thr

Glu

Glu

His

Ala

Gly

85

Asp

Phe

Gln

Ile

Arg

Trp

Thr

70

Ser

Phe

Gly

Val

Val

Ala

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

Leu

Thr

40

Gln

Asn

Thr

Val

Gly
120

145

Ile

Thr

25

Leu

Gln

Leu

Asp

Tyr

105

Thr

Ser

10

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

90

Tyr

Lys

Leu

Ser

Cys

Pro

Ser

75

Thr

Cys

Val

Leu

Pro

Arg

Gly

60

Gly

Leu

Gln

Glu

Leu

Ala

Ala

45

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
125

Trp

Thr
30

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

110

Lys

Ile

15

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

95

Asn

Arg

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

80

Arg

Ser

Thr



Val

Lys
145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

<210> 15
<211> 233
<212> PRT

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

210

Lys

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2671 644 T3

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

<223> Cadena ligera humanizada de M30

<400> 15

Met
1

Gly

Leu

Leu

Leu

65

Phe

Val

Ala

Ser

Ile

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Pro

35

Tyr

Ile

Gly

Gln

Gly

20

Gly

Met

Tyr

Ser

Thr

Gln

Glu

His

Ala

Gly
85

Gln

Ile

Arg

Trp

Thr

70

Ser

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Val

Val

Ala

Tyr

55

Ser

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

Phe

Leu

Thr

40

Gln

Asn

Thr

146

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Ile

Ser

25

Leu

Gln

Leu

Ser

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Ser

10

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
90

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Ser

Cys

Pro

Ser

75

Thr

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Leu

Pro

Arg

Gly

60

Gly

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Leu

Ala

Ala

45

Ser

Ile

Thr

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Trp

Thr

30

Ser

Ala

Pro

Ile

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Ile

15

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser
95

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val

Ser

Ser

Arg

Lys

Arg

80

Arg



Leu

Asn

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

<210> 16
<211> 233
<212> PRT

Glu

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

210

Lys

Pro

Pro

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2671 644 T3

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

<223> Cadena ligera humanizada de M30

<400> 16

Met Val Leu

1

Gly Ala Tyr

Leu Ser Pro

35

Leu Ile Tyr

50

Gln

Gly

20

Gly

Met

Thr

5

Glu

Glu

His

Gln

Ile

Arg

Trp

Ala

Gln

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Val

Val

Ala

Tyr
55

Val

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

Phe

Leu

Thr

40

Gln

147

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Ile

Thr

25

Leu

Gln

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Ser

10

Gln

Ser

Lys

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Ser

Cys

Pro

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Leu

Pro

Arg

Gly

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Leu

Ala

Ala

45

Gln

Trp

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Trp

Thr

30

Ser

Ala

Asn

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Ile

15

Leu

Ser

Pro

Ser

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val

Ser

Ser

Arg

Arg



Pro
65

Phe

Leu

Asn

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

<210> 17
<211> 233
<212> PRT

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

210

Lys

Ile

Gly

Pro

Pro

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

Ala

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2671 644 T3

Thr

70

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

<223> Cadena ligera humanizada de M30

<400> 17

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Asn

Thr

Val

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

148

Leu

Asp

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Ala

Phe

90

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Ser

75

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Ile

Thr

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Pro

Ile

Trp

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Ala

Ser

95

Asn

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Arg

80

Ser

Ser

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val



Met

Gly

Leu

Leu

Pro

65

Phe

Leu

Asn

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

<210> 18
<211> 233

Val

Ala

Ser

Ile

50

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

210

Lys

Leu

Tyr

Pro

35

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

Ser

Gln

Gly

20

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

Thr

Gln

Glu

His

Ala

Gly

85

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2671 644 T3

Gln

Ile

Arg

Trp

Thr

70

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

Val

Val

Ala

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Phe

Leu

Thr

40

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

149

Ile

Ser

25

Leu

Gln

Leu

Ser

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Ser
10

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

90

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Leu

Ser

Cys

Pro

Ser

75

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Pro

Arg

Gly

60

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Leu

Ala

Ala

45

Ser

Ile

Thr

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Trp

Thr

30

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Ile
15

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

95

Asn

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Arg

Lys

Arg

80

Arg

Ser

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val



ES 2671 644 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera humanizada de M30

<400> 18

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 5 10 15

150



Gly

Leu

Leu

Pro

65

Phe

Leu

Asn

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

<210> 19
<211> 233
<212> PRT

Ala

Ser

Ile

50

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

210

Lys

Tyr

Pro

35

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

20

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

Glu

Glu

His

Ala

Gly

85

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2671 644 T3

Ile

Arg

Trp

Thr

70

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

<223> Cadena ligera humanizada de M30

Val

Ala

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Leu

Thr

40

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

151

Thr

25

Leu

Gln

Leu

Asp

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Gln

Ser

Lys

Ala

Phe

90

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Ser

Cys

Pro

Ser

75

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

60

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Ala

Ala

45

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Thr

30

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

95

Asn

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Ser

Arg

Arg

Arg

80

Arg

Ser

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val



<400> 19

<210> 20

Met

Gly

Leu

Leu

Pro

65

Phe

Leu

Asn

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

Val

Ala

Ser

Ile

50

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

210

Lys

Leu

Tyr

Pro

35

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

Ser

Gln

Gly

20

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

Thr

Glu

Glu

His

Ala

Gly

85

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2671 644 T3

Gln

Ile

Arg

Trp

Thr

70

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

Val

Val

Ala

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Phe

Leu

Thr

40

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

152

Ile

Thr

25

Leu

Gln

Leu

Asp

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Ser

10

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

90

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Leu

Ser

Cys

Pro

Ser

75

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Leu

Ala

Ala

45

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Trp

Thr

30

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Ile

15

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

95

Asn

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

80

Arg

Ser

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val



<211> 471
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20

Met

1

Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Asp

Thr

145

Gly

Pro

Thr

Val

Glu

His

Gly

Asn

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Tyr

130

Ala

Ser

Val

Phe

Thr
210

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Ser

Thr

Pro

195

Val

Ser

Glu

20

Ser

Val

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Val

Leu

180

Ala

Thr

Trp

Val

Val

Met

Tyr

Gly

85

Glu

Arg

Gln

Val

Thr

165

Thr

Val

Ser

ES 2671 644 T3

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Trp

Gly

Tyr

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Phe

Leu

Met

Trp

55

Asn

Ala

Ser

Gly

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Thr
215

Leu

Gln

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Trp

153

Phe

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Gln

Leu

105

Tyr

Leu

Ala

Leu

Gly

185

Asp

Pro

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

Thr

Pro

Val

170

Ser

Leu

Ser

Leu

Gly

Ala

Lys

Asp

75

Ser

Ser

Ser

Val

Val

155

Lys

Leu

Tyr

Gln

Ser

Pro

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Pro

Ser

140

Cys

Gly

Ser

Thr

Ser
220

Gly

Glu

Gly

45

Gly

Val

Lys

Asp

Leu

125

Ser

Gly

Tyr

Ser

Leu

205

Ile

Thr

Leu

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Ser

110

Tyr

Ala

Asp

Phe

Gly

190

Ser

Thr

Ala

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Tyr

Lys

Thr

Pro

175

Val

Ser

Cys

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Phe

Thr

Thr

160

Glu

His

Ser

Asn



Val

225

Arg

Asn

Asp

Asp

Asn

305

Asn

Trp

Pro

Ala

Lys

385

Ile

Asn

Lys

Cys

Phe
465

Ala

Gly

Leu

Val

Val

290

Val

Ser

Met

Ala

Pro

370

Gln

Tyr

Thr

Leu

Ser

450

Ser

His

Pro

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Ser

Pro

355

Gln

Val

Val

Glu

Arg

435

Val

Arg

Pro

Thr

Gly

260

Met

Glu

Val

Leu

Gly

340

Ile

Val

Thr

Glu

Pro

420

Val

Val

Thr

Ala

Ile

245

Gly

Ile

Asp

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

405

vVal

Glu

His

Pro

ES 2671 644 T3

Ser

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Thr

310

Val

Glu

Arg

Val

Thr

390

Thr

Leu

Lys

Glu

Gly
470

Ser

Pro

Ser

Leu

Pro

295

Ala

Val

Phe

Thr

Leu

375

Cys

Asn

Asp

Lys

Gly

455

Lys

Thr

Cys

Val

Ser

280

Asp

Gln

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Met

Asn

Ser

Asn

440

Leu

154

Lys

Pro

Phe

265

Pro

Val

Thr

Ala

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

425

Trp

His

Val

Pro

250

Ile

Ile

Gln

Gln

Leu

330

Lys

Lys

Pro

Thr

Lys

410

Gly

Val

Asn

Asp

235

Cys

Phe

Val

Ile

Thr

315

Pro

Val

Pro

Glu

Asp

395

Thr

Ser

Glu

His

Lys

Lys

Pro

Thr

Ser

300

His

Ile

Asn

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Tyr

Arg

His
460

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Arg

Gln

Asn

Gly

365

Glu

Met

Leu

Phe

Asn

445

Thr

Ile

Pro

Lys

270

Val

Phe

Glu

His

Lys

350

Ser

Met

Pro

Asn

Met

430

Ser

Thr

Glu

Ala

255

Ile

Val

Val

Asp

Gln

335

Asp

Val

Thr

Glu

Tyr

415

Tyr

Tyr

Lys

Pro

240

Pro

Lys

Val

Asn

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser



<210> 21
<211> 235
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

<210> 22

Met

Vval

Leu

Ser

Pro

65

Ala

Ser

Asn

Arg

Gln

145

Tyr

Gln

Thr

Arg

Asp

Ile

Ser

Arg

Lys

Arg

Arg

Ser

Ala

130

Leu

Pro

Asn

Tyr

His

Phe

Met

Ala

35

Leu

Pro

Phe

val

Asn

115

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser

195

Asn

Pro
225

Leu

Ser

20

Ser

Ile

Trp

Ser

Glu

100

Pro

Ala

Ser

Asp

Val

180

Met

Ser

210

Ile

val

Arg

Pro

Tyr

Ile

Gly

85

Ala

Pro

Ala

Gly

Ile

165

Leu

Ser

Tyr

val

ES 2671 644 T3

Gln

Gly

Gly

Met

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Asn

Ser

Thr

Lys

Ile

Gln

Glu

His

55

Ala

Gly

Asp

Phe

Thr

135

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

Ser

Phe

Ile

Lys

40

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

120

Val

Ser

Lys

Trp

Leu

200

Glu

Phe
230

155

Ser

val

25

val

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Thr

Ser

Val

Trp

Thr

185

Thr

Ala

215

Asn

Phe

10

Leu

Thr

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

170

Asp

Leu

Thr

Arg

Leu

Ser

Met

Gln

Leu

75

Ser

Tyr

Thr

Phe

Cys

155

Ile

Gln

Thr

His

Asn

Leu

Gln

Thr

Lys

60

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Pro

140

Phe

Asp

Asp

Lys

Lys

Glu

Ile

Ser

Cys

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Pro

Leu

Gly

Ser

Asp

205

Thr

Cys
235

Ser

Pro

30

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Ser

Asn

Ser

Lys

1390

Glu

Ser

220

Ala

15

Thr

Ala

Ser

val

Thr

95

Gln

Leu

Ser

Asn

Glu

175

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Trp

Lys

Glu

Phe

160

Arg

Ser

Glu

Ser



10

15

20

25

30

35

ES 2671 644 T3

<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 22
ctatagggag acccaagctg gctagcatgc tgcgtcggeg gggcag

<210> 23

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 23

aacgggccct ctagactcga gcggceccgcectce aggctattte ttgtccatca tettetttge

tgtcag

<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 24
cgcaaatggg cggtaggcgt g 21

<210> 25

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 25
tagaaggcac agtcgagg 18

<210> 26

<211> 1815

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

156

46



atgctgcgtce
ctgtggttcet
ctggtgggca
gcacagctca
gagggccagg
gcacagggca
acctgettceg
ccctactcga
gtgaccatca
gggcagggtyg
ttgtttgatg
ctggtgcgceca
agaagcccca
ggcaccgatg
ctcaacctca
cgggaccagg
ggcaatgcat
ttcgtgagea
tcgaagccca
atcacgtgcet
ggtgtgccecce
gatgtgcaca
cgcaaccccg
acattccccce
ctggtggccce
gcaggagctg
aaacactctg
ctggatatct
aagtttaaac
ccccteceece

aaatgaggaa

<210> 27

ggcggggcag
gcctcacagg
ccgatgceccac
acctcatctg
accagggcag
acgcatccct
tgagcatccg
agcccagcat
cgtgctccag
tgcecectgac
tgcacagcat
accccegtget
caggagccgt
ccaccctgeg
tctggcagcet
gcagcgcecta
ccctgaggcet
tccgggattt
gcatgaccct
ccagctaccg
tgactggcaa
gcgtectgeg
tgctgcagcea
cagaggccct
tggctttegt
aggaccagga
acagcaaaga
gcagaattcc
cgctgatcag
gtgcecttecet

attgce

ES 2671 644 T3

ccectggecatg
agccctggag
cctgtgetge
gcagctgaca
cgcctatgee
gaggctgcag
ggatttcgge
gaccctggag
ctaccagggce
tggcaacgtg
cctgcegggtyg
gcagcaggat
ggaggtccag
ctgctccttce
gacagacacc
tgccaaccge
gcagegegtg
cggcagcgcet
ggagcccaac
gggctaccct
cgtgaccacg
ggtggtgcectg
ggatgcgcac
gtgggtgacc
gtgctggaga
tggggaggga
agatgatgga
accacactgg
cctcgactgt

tgaccctgga

ggtgtgcatg
gtccaggtce
tcecttetece
gataccaaac
aaccgcacgg
cgcgtgegtg
agcgcetgecg
cccaacaagg
taccctgagg
accacgtcgce
gtgetgggtg
gcgcacagct
gtccectgagg
tccececgage
aaacagctgg
acggccctcet
cgtgtggcgg
gcegtcagece
aaggacctgc
gaggctgagg
tcgcagatgg
ggtgcgaatg
ggctctgtca
gtggggctgt
aagatcaaac
gaaggctcca
caagaaatag
actagtggat
gccttctagt

aggtgccact

157

tgggtgcagce
ctgaagaccc
ctgagecctgg
agctggtgca
ccctettece
tggcggacga
tcagcctgeca
acctgecggece
ctgaggtgtt
agatggccaa
caaatggcac
ctgtcaccat
accecggtggt
ctggcttcag
tgcacagttt
tceceggaccet
acgagggcag
tgcaggtggce
ggccagggga
tgttctggca
ccaacgagca
gcacctacag
ccatcacagg
ctgtctgtcet
agagctgtga
agacagccct
cctgagcggce
ccgagcetcegg
tgccagcecat

cccactgtcce

cctgggagceca
agtggtggca
cttcagcecetg
cagctttget
ggacctgctg
gggcagcttc
ggtggccget
aggggacacg
ctggcaggat
cgagcagggc
ctacagctgce
cacaccccag
ggccctagtg
cctggcacag
caccgaaggc
gctggcacaa
cttcacctge
cgcteectac
cacggtgacc
ggatgggcag
gggcttgttt
ctgcectggtg
gcagcctatg
cattgcactg
ggaggagaat
gcagcctcetg
cgccactgtg
taccaagctt
ctgttgtttg

tttcctaata

10

10

11

12

12

13

13

14

15

15

16

16

17

18

18



<211> 46

6

<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 27

Met

Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Gly

Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Lys

Leu

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

Thr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

His

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Phe

Cys

115

Gln

Leu

Cys

Ser

Ser

195

Ser

Leu

Gln

20

Ser

Tyr

Gly

Lys

Met

100

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Leu

Trp

Ile

Val

Ile

Trp

Gly

Gln

Asn

Thr

Pro

Val

165

Ala

Gly

Gly
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Phe

Gln

Lys

Thr

Ile

70

Lys

Leu

Tyr

Val

Ser

150

Lys

Leu

Leu

Thr

Phe

Leu

Ile

Trp

Tyr

Ala

Ser

Gly

Ser

135

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

Leu

Gln

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Asn

120

Ala

Lys

Tyr

Ser

Ser

200

Thr

158

Leu

Gln

25

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

105

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

185

Leu

Tyr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Ser

Thr

90

Thr

Trp

Ser

Thr

Pro

170

Val

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

Lys

Gly

75

Val

Ser

Phe

Thr

Ser

155

Glu

His

Ser

Cys

Ala

Pro

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Ala

Lys

140

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

125

Gly

Gly

Val

Phe

Val

205

Val

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

Arg

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

175

Ala

Val

His

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Gln

Val

Ala

160

Ser

Val

Pro

Lys



5

<210> 28
<211> 238
<212> PRT

Pro

225

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

305

val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

290

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
450

Asn

His

Val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

355

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

435

Leu

Thr

Thr

Phe

260

Pro

val

Thr

val

Cys

340

Ser

Pro

val

Gly

Asp

420

Trp

His

Lys

Cys

245

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

405

Gly

Gln

Asn
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val

230

Pro

Phe

val

Phe

Pro

310

Thr

val

Ala

Arg

Gly

390

Pro

Ser

Gln

His

215

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

375

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
455

Lys

Cys

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

360

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

440

Thr

Gly
465

159

Arg

Pro

Lys

265

val

Tyr

Glu

His

Lys

345

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

425

val

Gln

Lys

Val

Ala

250

Pro

Val

Val

Gln

Gln

330

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

410

Tyr

Phe

Lys

Glu

235

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

315

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

395

Lys

Ser

Ser

Ser

220

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

380

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
460

Lys

Leu

Thr

Val

285

val

Ser

Leu

Ala

Pro

365

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

445

Ser

Ser

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

350

Gln

val

val

Pro

Thr

430

val

Leu

Cys

Gly

255

Met

His

Vval

Tyr

Gly

335

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

415

Vval

Met

Ser

Asp

240

Gly

Ile

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

400

Val

Asp

His

Pro



<213>

<220>
<223>

<400> 28

<210> 29

Met

Gly

Val

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
225

Val

Ala

Ser

Asp

50

Gln

Ile

Asn

Gln

Ile

130

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr
210

Ser

Leu

Tyr

Leu

35

Phe

Pro

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Gln

Gly

20

Gly

Asp

Pro

Ala

His

100

Asn

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Thr

Asp

Gln

Gly

Lys

Arg

85

Pro

Gln

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

His

Val
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Gln

Ile

Arg

Asp

val

70

Phe

val

Asp

val

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
230

Val

vVal

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
215

Lys

Phe

Leu

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Glu

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

160

Ile

Thr

25

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Ser

10

Gln

Ser

Asn

Ala

Gly

90

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

75

Ser

Ala

Gly

Val

Ser

155

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
235

Leu

Pro

Lys

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

140

val

Trp

Thr

Thr

val
220

Gly

Leu

Ala

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

125

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Trp

Ser

30

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

190

Ser

His

Cys

Ile

15

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

Gln

Ser

Ala

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

Gly



<211> 46

5

<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 29

Met

Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Thr

Pro

145

Gly

Lys

Leu

Gly

Asp

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Leu

130

Leu

Cys

His

Ser

Ser

35

Ser

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Val

Ala

Leu

Leu

Glu

20

Ser

Asn

Gly

Lys

Met

100

Val

Thr

Pro

Val

Trp

Val

Val

Ile

Tyr

Asn

85

Glu

Asn

Val

Ser

Lys
165
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Phe

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Gly

Ser

Ser

150

Asp

Phe

Leu

Val

Trp

55

Tyr

Ala

Ser

Asn

Ser

135

Lys

Tyr

Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Pro

120

Ala

Ser

Phe

161

Leu

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Leu

Leu

105

Trp

Ser

Thr

Pro

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Arg

Leu

Thr

Ser

Glu
170

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Val

Ser

Ala

Lys

Gly

155

Pro

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Gly

Asp

Glu

Tyr

Gly

140

Gly

Val

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Trp

125

Pro

Thr

Thr

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Asp

Pro

Thr

110

Gly

Ser

Ala

Val

Arg

15

Lys

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Ala

Gln

Val

Ala

Ser
175

Trp

Lys

Ile

Leu

Asn

80

Asn

Phe

Gly

Phe

Leu

160

Trp



Asn

Gln

Ser

Ser

225

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

305

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

385

Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

210

Asn

His

Val

Thr

Glu

290

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

370

Leu

Asn

Ser

Gly

Ser

195

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

275

Val

Thr

Val

Cys

Ser

355

Pro

Val

Gly

Asp

Ala

180

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

260

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

340

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

245

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

325

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

405

Ser
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Thr

Tyr

Gln

Asp

230

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

310

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

390

Glu

Phe

Ser

Ser

Thr

215

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

295

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

375

Tyr

Asn

Phe

Gly

Leu

200

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

280

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

360

Met

Pro

Asn

Leu

162

Val

185

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

265

Val

Val

Gln

Gln

Ala

345

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

His

Ser

Cys

Glu

Pro

250

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

330

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

410

Ser

Thr

Val

Asn

Pro

235

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

315

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

395

Thr

Lys

Phe

Val

Val

220

Lys

Leu

Thr

Val

Val

300

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

380

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

205

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

285

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

365

Val

Val

Pro

Thr

Ala

130

Val

His

Cys

Gly

Met

270

His

Val

Tyr

Gly

Ile

350

val

Ser

Glu

Pro

Val

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

255

Ile

Glu

His

Arg

Lys

335

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

415

Asp

Leu

Ser

Pro

Lys

240

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

320

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

400

Leu

Lys
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Met

Gly

Ala

Leu

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser
145

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
225

<210> 31
<211> 467
<212> PRT

Val

Ala

Ser

Asp

Lys

Val

Thr

Gln

Val

130

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

Leu

Tyr

Val

35

Asn

Ala

Pro

Ile

Thr

115

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Gln

Gly

20

Gly

Tyr

Pro

Ser

Ser

100

Lys

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Thr

Asp

Asp

Gly

Lys

Arg

85

Ser

Glu

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

His

Val

ES 2671 644 T3

Gln

Ile

Arg

Ile

Leu

70

Phe

Leu

Val

Val

Lys
150

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
230

Val

Gln

Val

Arg

55

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

215

Lys

Phe

Leu

Thr

40

Phe

Met

Gly

Pro

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

164

Ile

Thr

25

Ile

Leu

Tyr

Ser

Asp

105

Ser

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Ser

10

Gln

Thr

Thr

Ala

Gly

90

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

75

Ser

Phe

Gly

Val

Ser
155

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
235

Leu

Pro

Arg

Phe

60

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

140

Val

Trp

Thr

Thr

Val

220

Gly

Leu

Ser

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

125

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Trp

Thr

30

Ser

Gln

Gln

Glu

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

190

Ser

His

Cys

Ile

15

Leu

Gln

Lys

Gly

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

Gln

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Leu
160

Asn

Ser

Ala

Gly



<213>

<220>
<223>

<400> 31

Met

Val

Pro

Thr

Lys

65

Asp

Thr

Tyr

Lys

Leu

Gly

Asn

50

Trp

Ala

Ala

Tyr

His

Ser

Ala

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys
115

Leu

Gln
20

Ser

Gly

Gly

Lys

Met

100

Ala

Trp

Val

Val

Met

Trp

Gly

Glu

Arg
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Phe

Gln

Lys

Asn

Ile

70

Arg

Leu

Asp

Phe

Leu

Val

Trp

55

Asn

Val

Ser

Tyr

Leu

Val

Ser

40

Val

Thr

Thr

Arg

Gly
120

165

Leu

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Met

Leu

105

Asp

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Thr

Thr

90

Arg

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Glu

Asp

Asp

Met

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

Asp
125

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Thr

Ser

Thr
110

Tyr

Arg

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ile

95

Ala

Trp

Trp

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

Val

Gly



Gln

Val

145

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

225

Asp

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

290

Asn

val

Glu

Lys

Thr
370

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

275

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

355

Leu

Thr

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Ser

Asn

His

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

vVal

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

Val

Thr

Val

325

Cys

Ser

Pro
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Thr

Pro

150

Vval

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

vVal

135

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

215

Val

Pro

Phe

Val

Phe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
375

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

200

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

360

Glu

166

Ser

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

250

Lys

Val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Ser

Thr

155

Pro

Val

Ser

Ile

Val

235

Ala

Pro

Val

Val

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
380

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

205

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Gly

Gly

Val

Phe

190

Val

Val

Lys

Leu

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

Val

Ser

Ala

160

Val

Ala

val

His

Cys

240

Gly

Met

His

Val

Tyr

320

Gly

Ile

Val

Ser



Leu
385

Trp

Val

Asp

His

Pro
465

<210> 32
<211> 238
<212> PRT

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

450

Gly

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 32

Met

Gly

Val

Val

Gly

65

Gly

Leu

Val

Ala

Ser

Ser

50

Gln

Val

Thr

Leu

Tyr

Leu

35

Thr

Pro

Pro

Ile

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Pro

Asp

Ser
100

Val

Gly

405

Asp

Trp

His

Thr

Asp

Glu

Gly

Lys

Arg

85

Ser
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Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Gln

Ile

Arg

Tyr

Leu

70

Phe

Leu

Gly

Pro

Ser

Gln

His
455

Val

Val

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Gln

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

Phe

Met

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Ala

167

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

Ile

Thr

25

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu
105

Pro

Asn

410

Leu

Val

Gln

Ser

10

Gln

Asn

His

Leu

Gly

90

Asp

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

75

Ser

Val

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
460

Leu

Pro

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Ile

Thr

Lys

Cys

445

Leu

Leu

Asp

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Val

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Trp

Ser

30

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr
110

Val

Pro

415

Thr

Val

Leu

Ile

15

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

95

Tyr

Glu

400

Pro

Val

Met

Ser

Ser

Ala

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys



Gln

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
225

His

Ile

130

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Glu

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

His

Val
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Val

Val

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
230

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
215

Lys

Trp

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

168

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Phe

Ser

Ala

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Gly

Val

Ser

155

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
235

Gln

Phe

140

Val

Trp

Thr

Thr

Val

220

Gly

Gly

125

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

190

Ser

His

Cys

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

Gln

Val

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de anticuerpo - farmaco en el que un compuesto antitumoral representado por la siguiente formula:

esta conjugado con un anticuerpo por medio de un enlazador que tiene una estructura representada por la siguiente
férmula:

-L'-L2LP-NH-(CHo)n"-L2-L-L"-

en el que el anticuerpo esta conectado al extremo terminal de L', el compuesto antitumoral esta conectado al
extremo terminal de L° con el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 como la posicién de conexion,

en el que

n representa un numero entero de 0 a 6

L' representa- (Succmlmld -3-il-N)-(CH,)n?-C(=0)-,

-CHy-C(=0)-NH-(CH2)n*-C(=0)-,

C( O)-cic. Hex(1 ,4)-CHz-(N-li-3-diminiccuS)-,

-C(=0)-(CHp)n*-C(=0)-,

en el que n° representa un ndmero entero de 2 a 8, n® representa un numero entero de 1 a 8, n? representa un
numero enterode 1 a 8§,

L2 representa -NH-(CH,-CH2-0O)n®-CHa-CH,-C(=0)-,
-S-(CH2)n®-C(=0)-, o un enlace sencillo,
en el que n® representa un nimero entero de 1 a 6, n° representa un nimero entero de 1 a 6,

L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG,

L representa -O- o un enlace sencillo,

L representa CR (-R*)- 0 un enlace sencillo,
en el que R? y R® representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno,

L° representa -C(=O)-,
-(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura representada por la siguiente férmula:

0
N—

O

que esta conectado al anticuerpo en la posicion 3 del mismo y esta conectado a un grupo metileno en la estructura
de enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1,
-(N-li-3-diminiccuS)- tiene una estructura representada por la siguiente férmula:

0]
—N

O

que esta conectado a L2 en la posicion 3 del mismo y esta conectado a un grupo metileno en la estructura de
enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1

cic.Hex(1,4) representa un grupo 1,4-ciclohexileno y, cuando L? es -S-(CH2)n®-C(=0)-, L' es -C(=0)-cic.Hex(1,4)-
CHa-(N-li-3-diminiccuS)-.

2. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la estructura del enlazador es
una estructura seleccionada de entre el siguiente grupo:

~(Succinimid-3-il-N)-CHCH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHa-C(=0)-(NH-DX)

-(Succinimid-3-il-N)-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2CH>-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,;CH2-C(=0)-(NH-DX)
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-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH,>CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH>CH;CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;-O-CH»-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-
DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH.-C(=0)-NH-CH,>CH»0-CH,CH,0-CH;CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH,;CH>-C(=0)-(NH-DX)
(SUCCInImId -3-i ) CHzCHz-C( O) -NH- CHzCHzO CHzCHzO CHzCHzO CHzCHzO CHzCHz-C( O) -GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

(Succinimid -3-il- N) CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHzo-CH2CHzo-CH2CH20-CHzCHzO-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

-CH,-C(=0)-NH-CH;CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)
-C(=0)-CH2CH2CH;CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CHCH>CH2-C(=0)-(NH-DX)
-C(=0)-cic.Hex(1,4)-CH2z-(N-li-3-diminiccuS)-S-CH,CH,-C(=0) GGFG-NH-CHCH>CH,-C(=0)-(NH-DX)

en el que -(NH-DX) representa un grupo representado por la siguiente formula:

N)-CH,>CH,-C(=0)-NH-CH2CH,0-CH,CH0O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-
il-N
il-N

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es la posicién de conexion, y -GGFG-
representa un residuo de péptido de -Gly-Gly-Phe-Gly-.

3. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que un compuesto antitumoral
representado por la siguiente férmula:

esta conjugado con un anticuerpo por medio de un enlazador que tiene una estructura representada por la siguiente
férmula:

-L'-L2LP-NH-(CHo)n"-L2-LP-L"-

en el que el anticuerpo esta conectado al extremo terminal de L', el compuesto antitumoral esta conectado al
extremo terminal de L° con el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 como la posicién de conexion,

en el que

n representa un numero entero de 0 a 6,

L representa -(Succinimid-3-il-N) éCHzgn C( 0)-, en el que n’ representa un nimero entero de 2 a5,

L2 representa -NH-(CH,-CH,-0) n®-CH*CH?-C(=0)- o un enlace sencillo, en el que n° representa un nimero entero
de 204,

L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG,

L representa -O- o un enlace sencillo,

L representa CR (-R*)- 0 un enlace sencillo,

en el que R? y R® representan cada uno un atomo de hidrégeno,

L° representa -C(=0)-, y

-(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura representada por la siguiente formula:
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N~

0

que esta conectado al anticuerpo en la posicion 3 del mismo y esta conectado a un grupo metileno en la estructura
de enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1.

4. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que -NH-(CH2)n"-L?-L°-L% es
-NH-(CH);-C(=0)-,

-NH-CH2-O-CH»-C(=0)-, o

-NH-(CH2)2-O-CH2-C(=0)-.

5. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que -NH-(CHz)n'-L*L"-L°- es
-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-.

6. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en el que la
estructura del enlazador es una estructura seleccionada de entre el siguiente grupo:

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,;CH»0-CH2CH,0-CH,CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-

DX)
en el que -(NH-DX) representa un grupo representado por la siguiente formula:
H
KN N—-

; O

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.
7. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la estructura del enlazador es:
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH»-C(=0)-(NH-DX).

8. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que un
numero promedio de unidades de la estructura de farmaco - enlazador seleccionada conjugada por anticuerpo esta
en un intervalo de 2 a 8.

9. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que un
numero promedio de unidades de la estructura de farmaco - enlazador seleccionada conjugada por anticuerpo esta
en un intervalo de 3 a 8.

10. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que una
célula que es seleccionada como diana por el conjugado de anticuerpo - farmaco es una célula tumoral.

11. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
anticuerpo es un anticuerpo anti-A33, un anticuerpo anti-B7-H3, un anticuerpo anti-CanAg, un anticuerpo anti-CD20,
un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD30, un anticuerpo anti-CD33, un anticuerpo anti-CD56, un anticuerpo
anti-CD70, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-Cripto, un anticuerpo anti-EphA2, un anticuerpo anti-G250, un
anticuerpo anti-MUC1, un anticuerpo anti-GPNMB, un anticuerpo anti-integrina, un anticuerpo anti-PSMA, un
anticuerpo anti-tenascin-C, un anticuerpo anti-SLC44A4 o un anticuerpo anti-mesotelina.

12. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
anticuerpo es un anticuerpo anti-B7-H3, un anticuerpo anti-CD30, un anticuerpo anti-CD33 o un anticuerpo anti-
CD7o0.

13. El conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
anticuerpo es un anticuerpo anti-B7-H3.
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14. Un farmaco que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o una sal del mismo.

15. Un farmaco antitumoral y/o farmaco anticancerigeno que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal del mismo.

16. Un farmaco antitumoral y/o farmaco anticancerigeno como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
para su uso contra cancer de pulmén, cancer de riiidn, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de préstata,
glioblastoma multiforme, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de higado,
cancer de vejiga, cancer de estbmago o cancer de esodfago.

17. Una composicion farmacéutica que contiene el conjugado de anticuerpo - farmaco de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, o una sal del mismo como un componente activo, y un componente de formulacion
farmacéuticamente aceptable.

18. Un compuesto intermedio de farmaco - enlazador representado por la siguiente formula:
Q-(CH2)n%-C(=0)-L?2-LP-NH-(CH2)n"-L*L -L°-(NH-DX)

en el que Q representa (maleimid-N-il)-

n® representa un nimero entero de 2 a 8,

L% representa -NH-(CH,-CH2-O)n>-CHa-CH,-C(=0)- 0 un enlace sencillo,
en el que n® representa un nimero entero de 1 a 6,

L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG

n' representa un numero entero de 0 a 6,

L? representa -O- o un enlace sencillo,

L® representa -CR%(-R®)- 0 un enlace sencillo,

en el que R? y R® representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno,
L° representa -C(=O)-,

(maleimid-N-il)- es un grupo representado por la siguiente formula:

en la que el atomo de nitrbgeno es una posicién de conexion, y -(NH-DX) es un grupo representado por la
siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.

19. El compuesto intermedio de farmaco - enlazador de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que
n® es un numero entero de 2 o 4,

-NH-(CH2)n'-L?-L"- es

-NH-CH2CH,CHa-,

-NH-CHz-O-CHz-, o

-NH-CH2CH,-O-CH>-.

20. Un compuesto de los siguientes:
(maleimid-N-il)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH20-CH,CH>0-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CH,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CH-C(=0)-(NH-DX) o
(maleimid-N-il)-CH2,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
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en el que (maleimid-N-il)- es un grupo representado por la siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno es una posicion de conexion, y -(NH-DX) es un grupo representado por la siguiente
férmula:

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.
21. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 20, que es:
(maleimid-N-il)-CH>CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>-O-CH2-C(=0)-(NH-DX).
22. Un enlazador representado por la siguiente férmula:
-L'-L2LP-NH-(CHo)n"-L-L-L"-

para obtener un conjugado de anticuerpo - farmaco en el que un farmaco esta conjugado con un anticuerpo por
medio del enlazador,

en el que L' es una posicién de conexidn para el anticuerpo, L® es una posicion de conexién para un compuesto
antitumoral,

en el que

n' representa un nimero entero de 0 a 6, L' representa -(Succinimid-3-il-N)-(CHz)n? C(=O)-,

en el que n? representa un nimero entero de 2 a 8,

L2 representa -NH-(CH,-CH,-0)n®>-CH2-CH,-C(=0O)- 0 un enlace sencillo,

en el que n® representa un nimero entero de 1 a 6,

L” representa un residuo de tetrapéptido de GGFG,

L? representa -O- o un enlace sencillo,

Lb representa -CRZ(-RS)-, o un enlace sencillo,

en el que R? y R® representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno,

L° representa -C(=O)-,

-(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura representada por la siguiente férmula:

O
N—
O

que esta conectado al anticuerpo en la posicion 3 del mismo y esta conectado a un grupo metileno en la estructura
de enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1.

23. El enlazador de acuerdo con la reivindicacion 22, que se selecciona de entre el siguiente grupo, con la condicién
de que el extremo terminal izquierdo sea una posicion de conexién con el anticuerpo y el extremo terminal derecho
sea una posicién de conexion con el compuesto antitumoral:

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHCH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CHp-C(=0)-

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH;CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-0-CH,-C(=0)-
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHa-C(=0)-NH-CH,CH,0-CH,CH,0-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHo-C(=0)-.
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24. El enlazador de acuerdo con la reivindicacion 23, que, con la condicion de que el extremo terminal izquierdo sea
una posicion de conexidon con el anticuerpo y el extremo terminal derecho sea una posicion de conexion con el
compuesto antitumoral, es:

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CHp-C(=0)-.

25. Un procedimiento para preparar un conjugado de anticuerpo - farmaco, en el que el anticuerpo se trata en una
condicion reductora y a continuacion se hace reaccionar con un compuesto
seleccionado de entre el grupo de compuestos mostrado posteriormente:

(maleimid-N-il)-CH2CH.-C(=0)-NH-CH,CH20-CH>CH,-O-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NHCH,CH>CH>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH>CH2CH2CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,-O-CH>-C(=0)-(NH-DX), o
(maleimid-N-il)-CH2,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),

en lo anterior, (maleimid-N-il)- es un grupo representado por la siguiente férmula:

en la que el atomo de nitrdgeno es una posicién de conexion, y -(NH-DX) es un grupo representado por la
siguiente formula:

)

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicidon 1 es una posicion de conexion.

26. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 25, en el que el anticuerpo se trata en una condicién reductora
y a continuacion se hace reaccionar con el compuesto mostrado posteriormente:

(maleimid-N-il)-CH,CH,CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX).

27. Un compuesto seleccionado de entre un grupo de
NH,-CH,CH,CH-C(=0)-(NH-DX),
NH,-CH,CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX), o

HO-CH.-C(=0)-(NH-DX),

en el que -(NH-DX) es un grupo representado por la siguiente formula:

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es una posicion de conexion.

28. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 27, que es HO-CH,-C(=0)-(NH-DX).
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Fig. 1

Secuencia de aminoacidos de la variante 1 de B7-H3 (SEQ ID NO: 1)

MLRRRGSPGMGVHVGAALGALWFCLTGALEVQVPEDPVVALVGTD
ATLCCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDTRKQLVHSFAEGQDQGSAYA
NRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVS
LQVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGYPEAEVEWQD
GQGVPLTGNVTTSQMANEQGLFDVHSILRVVLGANGTYSCLVRNP
VLQQDAHSSVTITPQRESPTGAVEVQVPEDPVVALVGTDATLRCSFE
SPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKQLVHSFTEGRDQGSAYANRTALFP
DLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVSLQVAAPY
SKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGYPEAEVFWQDGQGVPLT
GNVTTSQMANEQGLFDVHSVLRVVLGANGTYSCLVRNPVLQQDAH
GSVTITGQPMTFPPEALWVTVGLSVCLIALLVALAFVCWREKIKQS
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Fig. 2

Secuencia de aminoacidos de la variante 2 de B7-H3 (SEQ ID NO: 2)

MLRRRGSPGMGVHVGAALGALWFCLTGALEVQVPEDPVVALVGTD
ATLCCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKQLVHSFAEGQDQGSAYA
NRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVS
LQVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGYPEAEVEWQD
GQGVPLTGNVTTSQMANEQGLFDVHSVLRVVLGANGTYSCLVRNP
VLAQQDAHGSVTITGQPMTFPPEALWVTVGLSVCLIALLVALAFVC
WRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGSKTALQPLKHSDSKEDDGQE I
A
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Fig. 3

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo M30-H1 (SEQ ID NO: 9)

MEKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASG
YTFTNYVMHWVRQAPGQGLEWMGY INPYNDDVEYNEKFKGRVTIT
ADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWGYYGSPLYYFDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICN
VNHKPSENTEKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTILMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTRKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDEKSRWQQGNVFEFSCS
VMHEALIINHYTQKSLSLSPGK

177



ES 2671 644 T3

Fig. 4

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo M30-H2 (SEQ ID NO: 10)

MEKHILWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASG
YTEFTNYVMHWVRQAPGQGLEWIGY INPYNDDVEKYNEKFKGRVTIT
ADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWGYYGSPLYYFDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKEKDYFPEPVTYV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHEKPSNTRKVDRKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTEKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Fig. 5

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo M30-H3 (SEQ ID NO: 11)

MEHLWEFFLLLVAAPRWVLSEVQLVQSGAEVEKEKPGSSVKEKVSCKASG
YTEFTNYVMHWVKQAPGQGLEWIGY INPYNDDVEYNEKFKGKATIT
ADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWGYYGSPLYYFDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICN
VNHEKPSNTKVDREKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Fig. 6

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo M30-H4 (SEQ ID NO: 12)

MKHLWEFFLLLVAAPRWVLSEVQLVQSGAEVKKPGSSVKVECKASG
YTEFTNYVMHWVEKQAPGQGLEWIGY INPYNDDVEYNERKFKGKATQT
SDEKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWGYYGSPLYYFDYWGQGT
LVTVSBASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPRPVTYV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHEKPSNTRVDEKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVIINAKTEKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSESNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKEKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYRKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDRKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGEK
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Fig. 7

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L1 (SEQ ID NO: 13)

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRA
SSRLIVMHWYQQKPGQAPRLLIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDFE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREARKVQWEVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC
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Fig. 8

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L2 (SEQ ID NO: 14)

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRA
SSRLIYMHWYQQKPGQAPRIWIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDY
TLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTEVEIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWREKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHEVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC
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Fig. 9

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L3 (SEQ ID NO: 15)

MVLQTQVEISLLLWISGAYGRQIVLSQSPATLSLSPGERATLTCRA
SSRLIYMHWYQQKPGSAPKLWIYATSNLASGIPARFSGSGSGTSY
TLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSISNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVE
ITFPPSDEQLKSGTASVVCOCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHREKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC
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Fig. 10

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L4 (SEQ ID NO: 16)

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRA
SSRLIYMHWYQQRKPGQAPRPLIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDEF
TLTISSLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTEKVEITIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWEKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHEKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC
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Fig. 11

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L5 (SEQ ID NO: 17)

MVLQTQVFISLLLWISGAYGQIVLSQSPATLSLSPGERATLTCRA
SSRLIYMHWYQQKPGSAPEKPWIYATSNLASGIPARFSGSGSGTSY
TLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTEKVEIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC
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Fig. 12

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L6 (SEQ ID NO: 18)

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRA
SSRLIYMHWYQQKPGQAPRPLIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDFEF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC
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Fig. 13

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo M30-L7 (SEQ ID NO: 19)

MVLQTQVFISLLLWISGAYGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRA
SSRLIYMHWYQQKPGQAPRPLIYATSNLASGIPARFSGSGSGTDY
TLTISRLEPEDFAVYYCQQWNSNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVE

IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFEYPREARKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERKHEKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC
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Fig. 14

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo M30 (SEQ ID NO: 20)

MEWSWIFLFLLSGTAGVHSEVQLQQASGPELVKPGASVKMSCKASG
YTEFTNYVMHWVKQKPGQGLEWIGY INPYNDDVEYNEKFEKGKATQT
SDKSSSTAYMELGSSLTSEDSAVYYCARWGYYGSPLYYFDYWGQGT
TLTVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPEPVTL
TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCNVY
AHPASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVEFIFPPK
IKDVILMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQT
HREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTI
SKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKRKQVTLTCMVTDEFMPEDIYVEW
TNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCS
VVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
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Fig. 15

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo M30 (SEQ ID NO: 21)

MDFLVQIFSFLLISASVIMSRGQIVLSQSPTILSASPGERKVTMTC
RASSRLIYMHWYQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPARFSGSGSGT
SYSLTISRVEAEDAATYYCQQWNSNPPTFGTGTRKLELKRADAAPT
VSIFPPSSEQLTSGGASVVCFEFLNNEFYPKDINVEWKIDGSERQNGYVY
ENSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTEKDEYERMNSYTCEATHRKTSTSP
IVKSFNRNEC
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Fig. 16

Secuencia de nucleétidos de la variante 1 de B7-H3 (SEQ ID NO: 26)
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Fig. 17

Volumen tumoral estimado (mm3)
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Fig. 18
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Volumen tumoral estimado (mm?)
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Fig. 19

Volumen tumoral estimado (mm?3)
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Fig. 20
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Volumen tumoral estimado (mm3)
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Fig. 21
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Fig. 22
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