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DESCRIPCION
Conjugado de farmaco-anticuerpo anti-trop2

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un conjugado de farmaco-anticuerpo que tiene un farmaco antitumoral conjugado
con un anticuerpo anti-TROP2 mediante un resto de la estructura del enlazador, siendo el conjugado util como un
farmaco antitumoral.

Antecedentes de la técnica

Un conjugado de farmaco anticuerpo (ADC) que tiene un farmaco con citotoxicidad conjugado con un anticuerpo,
cuyo antigeno se expresa sobre la superficie de células cancerosas y que se une también a un antigeno capaz de
internalizaciéon celular, y por tanto, puede administrar el farmaco selectivamente a células cancerosas y de esta
manera, se espera que se produzca la acumulacion del farmaco en las células cancerosas y que destruya las células
cancerosas (véanse, Referencias no de patente 1 a 3). Como un ADC, Mylotarg (Gemtuzumab ozogamicina (marca
comercial registrada)) en el que la caliqueamicina se conjuga con un anticuerpo anti-CD33 esta homologado como
un agente terapéutico para la leucemia mieloide aguda. Ademas, Adcetris (Brentuximab vedotina (marca comercial
registrada)), en el que auristatina E estd homologada con un anticuerpo anti-CD30, se ha homologado recientemente
como un agente terapéutico para el linfoma de Hodgkin y la leucemia anaplasica de células grandes (véase,
referencia no de patente 4). Los farmacos contenidos en los ADC que se han homologado hasta ahora se dirigen al
ADN o a la tubulina.

Con respecto a los compuestos antitumorales de bajo peso molecular, se conocen los derivados de camptotecina,
compuestos que inhiben la topoisomerasa | por presentar efecto antitumoral. Entre ellos, un compuesto antitumoral
representado por la férmula siguiente

[Férmula 1]

(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 (Referencias de patente 1y 2). A diferencia de irinotecan, actualmente usado en escenarios clinicos,
este compuesto no requiere una activacion por una enzima para ejercer un efecto antitumoral. Ademas, la actividad
inhibidora en la topoisomerasa es mayor que SN-38 que es una sustancia farmacéuticamente activa principal de
irinotecan y topotecan utilizada también en escenarios clinicos y se obtiene mayor actividad citocida in vitro frente a
diversas células cancerosas. En particular, presenta efecto contra células cancerosas que tienen resistencia a SN-38
o similar debido a la expresion de la glicoproteina P. Ademas, en un modelo de ratdn trasplantado por via
subcutanea de tumor humano, presentd un potente efecto antitumoral, y por tanto, ha experimentado los estudios
clinicos, pero no se ha introducido en el mercado todavia (véanse, Referencias no de patente 5 a 10). Sigue estando
poco claro si exatecan actia o no eficazmente como un ADC.

DE-310 es un complejo en el que exatecan esta conjugado a un polimero polialcohdlico de carboximetildextrano
biodegradable mediante un separador peptidico GGFG (Referencia de patente 3 y Referencias no de patente 30 y
31). Los separadores peptidicos incluyendo del tetrapéptido GGFG se describen en la referencia no de patente 32.
Convirtiendo exatecan en una forma de profarmaco polimérico, Se puede mantener una propiedad de alta retencién
en sangre y también una propiedad de alta direccionabilidad a un area tumoral de forma pasiva aumentada
utilizando la permeabilidad aumentad de recipientes sanguineos formados recientemente en el tumor y la propiedad
de retencion en tejidos tumorales. Con DE-310, mediante la escision del separador peptidico por una enzima,
exatecan y exatecan con glicina vinculado a un grupo amino se liberan continuamente como una sustancia activa
principal. Como resultado, se mejoran las farmacocinéticas. Se encontré que DE-310 tenia una mayor eficacia que
exatecan administrado solo, incluso aunque la cantidad total de exatecan contenida en el anterior sea menor en el
caso de administracion de exatecan solo de acuerdo con los diversos modelos de evaluacion de tumores en estudios
no clinicos. Se llevd a cabo un estudio clinico para DE-310 y también se confirmaron casos eficaces, en los que un
informe sugiere que la sustancia activa principal se acumula en un tumor en vez de estar presente en tejidos
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normales, sin embargo, existe un informe indicando que la acumulacion de DE-310 y la sustancia activa principal en
un tumor no es muy diferente de la acumulacion en tejidos normales en seres humanos, y por tanto no se observa
direccionamiento pasivo en seres humanos (véanse, Referencias no de patente 11 a 14). Como resultado, DE-310
no se comercializd también, y sigue estando poco claro si exatecan actua eficazmente o no como un farmaco
dirigido a dicha diana.

Como un compuesto que se refiere a DE-310, se conoce también un complejo en el que un resto estructural
representado por -NH-(CH2)s-C(=0)- se inserta entre el separador -GGFG- y exatecan para formar -GGFG-NH-
(CH2)4-C(=0)- utilizado como una estructura separadora (Referencia de patente 4). Sin embargo, el efecto
antitumoral de dicho complejo no se conoce en absoluto.

TROP2 humano (TACSTD2: transductor 2 de la sefial de calcio asociado a tumor, GA733-1, EGP-1, M1S1; en lo
sucesivo en el presente documento, denominado hTROP2) es una proteina de membrana celular de tipo 1
transmembrana de un Unico paso que consiste en 323 restos de aminoacidos. Aunque se ha sugerido previamente
la presencia de una proteina de membrana celular implicada en la resistencia inmunitaria, que es comun en
trofoblastos humanos y células cancerosas (Referencia no de patente 15), se identificé una molécula de antigeno
reconocida por un anticuerpo monoclonal (162-25.3 o 162-46.2) contra una proteina de membrana celular en una
linea de células de coriocarcinoma humano y se design6 TROP2 como una de las moléculas expresadas en
trofoblastos humanos (Referencia no de patente 16). Se encontré también posteriormente esta molécula por otros
investigadores y se ha designado también como un antigeno tumoral GA733-1 reconocido por anticuerpo
monoclonal GA733 de raton (Referencia no de patente 17) obtenida mediante inmunizacién con una linea de células
de cancer gastrico o una glicoproteina epitelial (EGP-1; Referencia no de patente 18) reconocido por un anticuerpo
monoclonal RS7-3G11 obtenido mediante inmunizacién con células de cancer de pulmén no microcitico. En 1995,
sin embargo, se clono el gen TROP2, y se confirmé que todas estas moléculas eran moléculas idénticas (Referencia
no de patente 19). La secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos de hTROP2 estan disponibles en una base
de datos publica y pueden referirse a, por ejemplo, los nimeros de registro NM_002353 y NP_002344 (NCBI).

El gen hTROP2 constituye la familia de genes TACSTD, junto con el gen TROP-1 humano (EpCAM, EGP-2,
TACSTD1) que tiene aproximadamente un 50 % de homologia (Referencia no de patente 21). La proteina hTROP2
esta constituida por una secuencia de sefalizacidon que consiste en 26 restos de aminoacidos en el extremo N, un
dominio extracelular que consiste en 248 restos de aminoacidos, un dominio transmembrana que consiste en 23
restos de aminoacidos y un dominio intracelular que consiste en 26 restos de aminoacidos. El dominio extracelular
tiene cuatro sitios de glicosilacion unidos a N y se sabe que tiene un peso molecular aparente de aproximadamente
10 kD mas el valor calculado tedrico 35 kD (Referencia no de patente 19).

No se ha identificado ninguno que tenga un ligando fisioldgico de hTROP2, ni se han desvelado sus funciones
moleculares hasta el momento. Se encontré que hTROP2 transduce las sefiales del calcio en células tumorales
(Referencia no de patente 20). Ademas, hTROP2 esta fosforilada en un resto de serina intracelular 303 por la
proteina quinasa C, que es una quinasa dependiente de ca® (Referencia no de patente 18), y tiene una secuencia
de union a PIP; en el dominio intracelular, que sugiere funciones de sefalizacion en células tumorales (Referencia
no de patente 22).

En un analisis inmunohistoquimico utilizando muestras clinicas, se encontr6 que hTROP2 estaba expresada en
exceso en varios carcinomas de células epiteliales y que se expresaba en células epiteliales en tipo limitados de
tejidos normales a un nivel de expresion bajo en comparacion con tejidos tumorales (Referencias no de patente 23 a
27). Asimismo, se notificd que la expresion de hTROP2 estaba correlacionada con un pronostico malo del cancer
colorrectal (Referencia no de patente 23), cancer gastrico (Referencia no de patente 24), cancer de pancreas
(Referencia no de patente 25), cancer oral (Referencia no de patente 26), y glioma (Referencia no de patente 27).

A partir de modelos que utilizan células de cancer colorrectal, se notific6 ademas que la expresiéon de hTROP2 esta
implicada en el crecimiento celular independiente de la estructura de las células tumorales y en la tumorigénesis de
ratones inmunodeficientes (Referencia no de patente 28).

La Referencia no de patente 29 y la Referencia de patente 10 desvelan conjugados de farmaco-anticuerpo que
contienen un anticuerpo anti-TROP2 (hRS7) conjugado con un farmaco (SN-38). La Referencia de patente 13
desvela conjugados de anticuerpos contra EPG-1 (anticuerpos dirigidos contra TROP2), incluyendo el anticuerpo
hRS7, con agentes antitumorales, incluyendo camptotecina, para su uso contra el cancer. La Referencia de patente
14 desvela conjugados adicionales de hRS7 y SN38. La referencia no de patente 6 describe la preparacion de
camptotecina exatecan (DX-8951) y su utilidad como un agente anticanceroso e indica que es mas potente que SN-
38.

En respuesta a dicha informacion sugiriendo la asociacion con el cancer, se ha establecido hasta el momento una
pluralidad de anticuerpos dirigidos contra hTROP2 y estudiado para sus efectos antitumorales. Entre estos
anticuerpos, se desvela, por ejemplo, un anticuerpo sin conjugar que presenta su propia actividad antitumoral en
modelos de xenoinjerto de ratén atimico (Referencias de patente 5 a 8) asi como un anticuerpo que presenta
actividad antitumoral como ADC con un farmaco citotoxico (Referencias de patente 9 a 12). Sin embargo, la
intensidad o cobertura de su actividad es todavia insuficiente, y existen necesidades médicas sin satisfacer para
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hTROP2 como una diana terapéutica.
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Sumario de la invenciéon

Problema técnico

Con respecto al tratamiento del tumor por un anticuerpo, se puede observar un efecto antitumoral insuficiente incluso
cuando el anticuerpo reconoce un antigeno que se une a las células tumorales, y existe un caso en el que se
necesita un anticuerpo antitumoral mas eficaz. Ademas, muchos compuestos antitumorales de peso molecular bajo
tienen un problema en la seguridad similar a un efecto secundario y la toxicidad incluso cuando los compuestos
tienen un excelente efecto antitumoral, Sigue siendo un objeto de la invencién conseguir un efecto terapéutico
superior potenciar ademas la seguridad. Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es la obtencidon para
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proporcionar un farmaco antitumoral que tenga un excelente efecto terapéutico, que sea excelente en términos de
efecto antitumoral y seguridad.

Los inventores piensan que, cuando un compuesto antitumoral exatecan se convierte en conjugado de farmaco-
anticuerpo, mediante un resto de la estructura del enlazador, mediante conjugacion con el anticuerpo anti-TROP2,
que es capaz de dirigirse a células tumorales, es decir, tener una propiedad capaz de reconocer células tumorales,
una propiedad capaz de unién a células tumorales, una propiedad de internalizarse en las células tumorales, o
similar, se puede adquirir la actividad citocida basada en el anticuerpo, el compuesto antitumoral puede
administrarse de forma mas segura a las células tumorales para presentar especificamente el efecto antitumoral del
compuesto en las células tumorales, y por tanto, el efecto antitumoral puede presentarse de forma segura, y una
dosis del compuesto antitumoral se puede reducir en comparaciéon con un caso de administracién del compuesto
solo, y por tanto, se puede evitar una influencia del compuesto antitumoral en las células normales de tal manera
que se puede conseguir una mayor seguridad.

A este respecto, los inventores crearon un enlazador con una estructura especifica y tuvieron éxito en obtener un
conjugado de farmaco anticuerpo en el que el anticuerpo anti-TROP2 y exatecan se conjugan entre si mediante un
enlazador, y confirmaron un excelente efecto antitumoral presentado por el conjugado para completar por tanto la
presente invencion.

Especificamente, la presente invencion se refiere a lo siguiente.

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

se conjuga con un anticuerpo anti-TROP2 mediante un enlace tioéter que se forma en un resto de enlace
disulfuro presente en una parte de la bisagra del anticuerpo anti-TROP2 mediante un enlazador que tiene una
estructura representada por la siguiente formula:

-L'-L2LP-NH-(CHo)n'-L®-(CH2)n?-C(=0)-

en la que el anticuerpo anti-TROP2 se une al extremo de L', el compuesto antitumoral se une al grupo carbonilo
del resto -(CH2)n?-C(=0)- con el 4tomo de nitrégeno del grupo amino en la posicion 1 como la posicién de union,
en la que

n' representa un entero de 0 a 6,

n? representa un enterode 0 a 5,

L' representa -(Succinimid-3-il-N)-(CH2)n*-C(=0)-,

en la que n® representa un entero de 2 a 8,

L2 representa -NH-(CH2CH2-0)n*-CH,CH,-C(=0)- o un enlace sencillo,

en la que n? representa un entero de 1 a 6,

L” representa un resto tetrapéptido de -GGFG-,

L? representa -O- o un enlace sencillo, y

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

@)
N—

O

que se une al anticuerpo contra TROP2 en la posicion 3 del mismo y se une a un grupo metileno en la estructura
del enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1,

en la que el anticuerpo anti-TROP2 comprende CDRH1 que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 23, CDRH2 que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 24 y CDRH3 que consiste en
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25 en su region variable de la cadena pesada y CDRL1 que
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consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 26, CDRL2 que consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 27 y CDRL3 que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 28
en su region variable de la cadena ligera.

[2] El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con [1], en el que el resto de la estructura enlazador-farmaco
que tiene un farmaco unido a -L'-L%-L"-NH-(CH2)n'-L?(CH,)n?*C(=0)- es una estructura de enlazador farmaco
seleccionada 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
DX),
- (Succinimid-3-il-N)-CH2CH>-C(=0)-NH-CH>CH,-O-CH2CH>-O-CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH>-C(=0)-
(NH-DX),
- (SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHz-o-CH2CHz-O-CH2CHz-O-CH2CH2—O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-
NH-CH2CH2>-C(=0)-(NH-DX), y
- (SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHz-o-CH2CHz-O-CH2CHz-O-CH2CH2—O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-
NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX);
en el que -(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura representada por la siguiente férmula:

O

-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),

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

R Naw N Naw NN NN

N—

O

que se une al anticuerpo contra TROP2 en la posicion 3 del mismo y se une a un grupo metileno en la
estructura del enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1,
- (NH-DX) representa un grupo representado por la siguiente formula:

en el que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicion 1 esta en una posicion de union, y
- GGFG- representa un resto tetrapéptido de -Gly-Gly-Phe-Gly-.

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

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

- (Succinimid-3-il-N)-CH2CH2>CH>CH,>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX), y

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH:-C(=0)-NH-CH>CH,-0O-CH,CH>-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH»-C(=0)-
(NH-DX).

[4] El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con [3], en el que el resto de la estructura de enlazador-
farmaco es:

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

[5] El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con [3], en el que el resto de la estructura de enlazador-
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farmaco es:
- (Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH2CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX).

[6] El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con [3], en el que el resto de la estructura de enlazador-
farmaco es:

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

[7] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6], en el que el anticuerpo anti-
TROP2 comprende una cadena pesada y una cadena ligera seleccionada entre el grupo;

una region variable de la cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a
140 de la SEQ ID NO: 12 y una region variable de la cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos
de las posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO:18,

una region variable de la cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de la posicion 20 a 140
de la SEQ ID NO: 14 y una region variable de la cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de
las posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO:18,

Una region variable de la cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a
140 de la SEQ ID NO: 14 y una region variable de la cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos
de las posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO: 20, y una region variable de la cadena pesad que consiste en la
secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 140 de la SEQ ID NO: 16 y una region variable de la cadena
ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO: 22.

[8] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6], en el que el anticuerpo anti-
TROP2 comprende una cadena pesada y una cadena ligera seleccionada entre el grupo;

una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO:
12 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID
NO: 18,

una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO:
14 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID
NO: 18,

una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO:
14 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID
NO: 20, y

una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO:
16 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID
NO: 22.

[9] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6], en el que el anticuerpo anti-
TROP2 comprende una region variable de la cadena pesada que cosiste en la secuencia de aminoacidos de las
posiciones 20 a 140 de la SEQ ID NO: 12 y una region variable de la cadena ligera que consiste en la secuencia
de amino&cidos de las posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO: 18.

[10] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6], en el que el anticuerpo anti-
TROP2 comprende una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470
de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a
234 de la SEQ ID NO: 18.

[11] El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con [8], en el que el anticuerpo anti-TROP2 carece de un
resto de lisina en el extremo carboxilo de la cadena pesada.

[12] El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con [10], en el que el anticuerpo anti-TROP2 carece de un
resto de lisina en el extremo carboxilo de la cadena pesada.

[13] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [12], en el que un numero
promedio de unidades de la estructura de enlazador-farmaco seleccionada conjugada por anticuerpo esta en un
intervalo de entre 2 a 8.

[14] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [12], en el que un numero
promedio de unidades de la estructura de enlazador farmaco seleccionada conjugada por anticuerpo esta en un
intervalo de entre 3 a 8.

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

[16] Un farmaco antitumoral y/o un farmaco anticanceroso que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo de
acuerdo con uno cualquiera de [1] a [14], una sal del mismo, o un hidrato del mismo.

[17] El farmaco antitumoral y/o el farmaco anticanceroso de acuerdo con [16], para su uso en un método de
tratamiento del cancer de pulmén, cancer de rifidn, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de préstata,
glioblastoma multiforme, cancer de ovarios, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de higado,
cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer de cuello de utero, cancer de cabeza y cancer de cuello, o cancer de
esofago.

[18] Una composicion farmacéutica que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo que contiene el conjugado
de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [14], una sal del mismo, o un hidrato del mismo
como un componente activo, y un componente de formulacion farmacéuticamente aceptable.
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[19] La composicién farmacéutica de acuerdo con [18], para su uso en un método de tratamiento del cancer de
pulmén, cancer de rifidén, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de préstata, glioblastoma multiforme, cancer
de ovarios, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer
gastrico, cancer de cuello de utero, cancer de cabeza y cancer de cuello, o cancer de esdfago.

Efectos ventajosos de la invenciéon

Con un conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 que tiene un compuesto antitumoral exatecan conjugado
mediante un enlazador con una estructura especifica, se puede conseguir un excelente efecto y seguridad
antitumorales.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:7) y una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO:8) de la cadena pesada de un anticuerpo cTINA1.

[Figura 2] La Figura 2 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:9) y una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO:10) de la cadena ligera del anticuerpo cTINAT1.

[Figura 3] La Figura 3 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:11) y una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO:12) de la cadena pesada de un hTINA1-H1.

[Figura 4] La Figura 4 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:13) y una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO:14) de la cadena pesada de un hTINA1-H2.

[Figura 5] La Figura 5 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:15) y una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO:16) de la cadena pesada de un hTINA1-H3.

[Figura 6] La Figura 6 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:17) y una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO:18) de la cadena ligera de un hTINA1-L1.

[Figura 7] La Figura 7 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:19) y una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO:20) de la cadena ligera de un hTINA1-L2.

[Figura 8] La Figura 8 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:21) y una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO:22) de la cadena ligera de un hTINA1-L3.

[Figura 9] La Figura 9 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 23) de CDRH1 de un anticuerpo
TINA1, una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 24) del mismo CDRH2, una secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO: 25) del mismo CDRH3, una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 26) del mismo CDRL1, una
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 27) del mismo CDRL2, y una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:
28) del mismo CDRLS3.

[Figura 10] La Figura 10 muestra la capacidad de internalizacion celular de un anticuerpo anti-CD9, un anticuerpo
anti-CD46, un anticuerpo anti-CD55, un anticuerpo anti-CD59, un anticuerpo anti-CD71, un anticuerpo anti-CD73,
un anticuerpo anti-CD147, un anticuerpo anti-CD276, un anticuerpo anti-EpCAM, un anticuerpo anti-EGFR, y un
anticuerpo anti-TROP2 (anticuerpo TINA1).

[Figura 11] La Figura 11 muestra la capacidad de internalizacion celular de un anticuerpo anti-CD59, un
anticuerpo anti-CD71, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EpCAM, y un anticuerpo anti-TROP2
(anticuerpo TINA1).

[Figura 12] La Figura 12 muestra la capacidad de internalizacién celular de diversos anticuerpos dirigidos contra
TROP2.

[Figura 13] La Figura 13 muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (1), (6), o (12)
sobre una linea de células COLO205 de cancer colorrectal humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.

[Figura 14] La Figura 14 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (1), (6), o (12) sobre
una linea de células BxPC-3 de adenocarcinoma de pancreas humano trasplantada por via subcutanea en
ratones BALB/c-nu/nu.

[Figura 15] La Figura 15 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (1), (6), o (12) sobre
una linea de células Capan-1 de adenocarcinoma de pancreas humano trasplantada por via subcutanea en
ratones BALB/c-nu/nu.

[Figura 16] La Figura 16 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (2), (5), (7), o (10)
sobre una linea de células COLO205 de cancer colorrectal humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.

[Figura 17] La Figura 17 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (2), (5), (7), o (10)
sobre una linea de células BxPC-3 de adenocarcinoma de pancreas humano trasplantada por via subcutanea en
ratones BALB/c-nu/nu.

[Figura 18] La Figura 18 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9)
sobre una linea de células COLO205 de cancer colorrectal humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.

[Figura 19] La Figura 19 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9)
sobre una linea de células BxPC-3 de adenocarcinoma de pancreas humano trasplantada por via subcutanea en
ratones BALB/c-nu/nu.

[Figura 20] La Figura 20 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9)
sobre una linea de células NIH: OVCAR-3 de cancer ovarico humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.
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[Figura 21] La Figura 21 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9)
sobre una linea de células NCI-N87 de cancer gastrico humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.

[Figura 22] La Figura 22 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9)
sobre una linea de células NCI-H292 de cancer pulmén humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.

[Figura 23] La Figura 23 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9)
sobre una linea de células FaDu de cancer de garganta humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.

[Figura 24] La Figura 24 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9)
sobre una linea de células CFPAC-1 de adenocarcinoma de pancreas humano trasplantada por via subcutanea
en ratones BALB/c-nu/nu.

[Figura 25] La Figura 25 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (8) o (13) sobre una
linea de células CFPAC-1 de adenocarcinoma de pancreas humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.

[Figura 26] La Figura 26 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (8) o (13) sobre una
linea de células HPAC de adenocarcinoma de pancreas humano trasplantada por via subcutanea en ratones
BALB/c-nu/nu.

[Figura 27] La Figura 27 muestra el efecto antitumoral del conjugado de farmaco-anticuerpo (8) o (13) sobre una
linea de tejidos de cancer de es6fago humano trasplantada por via subcutanea en ratones BALB-nu/nu.

Descripcioén de las realizaciones

En lo sucesivo en el presente documento, se describiran los modos preferidos de llevar a cabo la presente invencion
con referencia a los dibujos. Las realizaciones descritas a continuacién se proporcionan como ejemplos tipicos y no
se pretende que limiten el ambito de la presente invencion.

El conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencién es un farmaco antitumoral en el que un
anticuerpo anti-TROP2 se conjuga con un compuesto antitumoral mediante un resto de estructura del enlazador y se
explica en detalle a continuacion en el presente documento.

[Anticuerpo]

El anticuerpo anti-TROP2 utilizado en el conjugado de farmaco anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion
puede derivarse de cualquier especie, y los ejemplos preferidos de especies pueden incluir seres humanos, ratas,
ratones, y conejos. en el caso cuando se derivan de especies diferentes a la humana, resulta preferente
quimerizarlos o humanizarlos usando una técnica bien conocida. El anticuerpo de la presente invencién puede ser
un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal y es preferentemente un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo anti-TROP2 es capaz de dirigirse a células tumorales, es decir, tiene la propiedad capaz de reconocer
una célula tumoral, la propiedad capaz de unirse a células tumorales, la propiedad de internalizarse en una célula
tumoral, o similar, y puede convertirse en un conjugado de farmaco-anticuerpo mediante conjugacion con un
compuesto que tiene actividad antitumoral mediante un enlazador.

La actividad de unién del anticuerpo contra las células tumorales puede confirmarse usando citometria de flujo. Los
ejemplos del método para confirmar la internalizacion del anticuerpo en células tumorales pueden incluir (1) un
ensayo para visualizar un anticuerpo incorporado en células con un microscopio de fluorescencia utilizando la unién
de un anticuerpo secundario (marcado fluorescentemente) al anticuerpo terapéutico (Cell Death and Differentiation
(2008) 15, 751-761), (2) un ensayo para medir la intensidad de la fluorescencia incorporada a las células utilizando la
union de un anticuerpo secundario (marcado fluorescentemente) al anticuerpo terapéutico (Molecular Biology of the
Cell, Vol. 15, 5268-5282, diciembre de 2004), o (3) un ensayo Mab-ZAP que utiliza la unién de una inmunotoxina al
anticuerpo terapéutico en el que se libera la toxina tras la incorporacién en células para inhibir el crecimiento celular
(Bio Techniques 28: 162-165, Enero de 2000). Una proteina compleja recombinante de una region catalitica de la
toxina de la difteria y la proteina G pueden utilizarse como la inmunotoxina.

Debido a que el farmaco conjugado en el conjugado de farmaco-anticuerpo ejerce un efecto antitumoral, se prefiere,
pero no es esencial que el propio anticuerpo deba tener un efecto antitumoral. A fines de ejercer especifica y
selectivamente la actividad citocida del compuesto antitumoral sobre células tumorales, es importante, y se prefiere
también que el anticuerpo deba tener la propiedad de internalizarse para migrar en las células tumorales.

El anticuerpo anti-TROP2 puede obtenerse usando un método llevado a cabo usualmente en la técnica, que implica
inmunizar animales con un polipéptido antigénico y recoger y purificar los anticuerpos producidos in vivo. El origen
del antigeno no esta limitado a los seres humanos, y se pueden inmunizar los animales con un antigeno derivado de
un animal no humano tal como un ratén, una rata y similares. En este caso, la reactividad cruzada de la union de los
anticuerpos al antigeno heterdlogo obtenido con antigenos humanos puede ensayarse para cribar un anticuerpo
aplicable a una enfermedad humana.

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

El antigeno puede obtenerse mediante células hospedadoras disefiadas mediante ingenieria genética para producir
un gen que codifica la proteina antigénica. Especificamente, Se preparan vectores que permiten la expresion del
antigeno y se transfieren a células hospedadoras de tal manera que se exprese el gen. El antigeno preparado de
esta manera se puede purificar. Se puede obtener también el anticuerpo utilizando un método de inmunizar animales
con las células que expresan el antigeno disefiadas mediante ingenieria genética descritas anteriormente o una
linea de células que expresa en antigeno.

El anticuerpo anti-TROP2 puede obtenerse mediante un procedimiento conocido en la técnica.

El anticuerpo anti-TROP2 que se puede usar en la presente invencidon no esta particularmente limitado, y, por
ejemplo, se pueden usar preferentemente aquellos especificados por las secuencias de aminoacidos que se
muestran en el Listado de secuencias de la presente solicitud. El anticuerpo anti-TROP2 utilizado en la presente
invencion tiene preferentemente propiedades como se describe a continuacion.

(1) Un anticuerpo que tiene las siguientes propiedades:

(a) unirse especificamente a TROP2, y
(b) tener una actividad de internalizarse en células que expresan TROP2 mediante la union a TROP2.

(2) El anticuerpo de acuerdo con (1), en el que TROP2 es TROP2 humano.

(3) El anticuerpo de acuerdo con (1) o (2), en el que el anticuerpo tiene una CDRH1 que comprende la secuencia
de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 23, CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 24, y CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la
SEQ ID NO: 25 como regiones determinantes de la complementariedad de la cadena pesada, y CDRL1 que
comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 26, CDRL2 que comprende la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 27, y CDRL3 que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 28 como regiones determinantes de la complementariedad de la
cadena ligera.

(4) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1) a (3), en el que la regién 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 la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en (a) una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacido 20 a 140 en la SEQ ID NO: 12, (b) una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 en la SEQ ID NO: 14, (c) una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 en la SEQ ID NO: 16, (d) una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 95 % o mas de homologia con cualquiera de las secuencias (a) a (c), y (e)
una secuencia de aminoacidos derivada de cualquiera de las secuencias (a) a (c) mediante las deleciones,
sustituciones, o adiciones de al menos un aminoacido, y una region variable de la cadena ligera que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en (f) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 en la SEQ ID NO: 18, (g) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 en la SEQ ID NO: 20, (h) una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 en la SEQ ID NO: 22, (i) una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 95 % o mas de homologia con cualquiera de las secuencias (f) a (h), y (j) una secuencia de
aminoacidos derivada de cualquiera de las secuencias (f) a (h) mediante las deleciones, 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 la cadena pesada y una
region variable de la cadena ligera seleccionada entre el grupo que consiste en una region variable de la cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la
SEQ ID NO: 12 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita
en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 18, una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
12 y una regién variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 20, una regién variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
12 y una regién variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 22, una regién variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
14 y una regioén variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 18, una regién variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
14 y una regioén variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 20, una regién variable de la cadena pesada que
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comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
14 y una regioén variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 22, una regién variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
16 y una regioén variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 18, una regién variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
16 y una regioén variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 en la SEQ ID NO: 20, y una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
16 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos en las posiciones 21
a 129 de la SEQ ID NO: 22.

(8) El anticuerpo de acuerdo con (7), en el que el anticuerpo tiene una region variable de la cadena pesada y una
region variable de la cadena ligera seleccionada entre el grupo que consiste en una region variable de la cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la
SEQ ID NO: 12 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita
en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 18, una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
14 y una regioén variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 18, una regién variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
14 y una regioén variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 en la SEQ ID NO: 20, y una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO:
16 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos en las posiciones 21
a 129 de la SEQ ID NO: 22.

(9) El anticuerpo de acuerdo con (6) o (7), en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena
ligera seleccionadas entre el grupo que consiste en una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:
18, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de
aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 20, una cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a
234 de la SEQ ID NO: 22, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 18, una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO:
14 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos
21 a 234 de la SEQ ID NO: 20, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en
las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 22, una cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID
NO: 16 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de
aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 18, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que comprende
una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 en la SEQ ID NO: 20, y una
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a
470 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos en las posiciones
21 a 234 de la SEQ ID NO: 22.

(10) El anticuerpo de acuerdo con (6) o (7), en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena
ligera seleccionadas entre el grupo que consiste en una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 18, una cadena pesada que comprende la secuencia de
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aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 18, una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 16, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 20 y una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 16, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 22.

(11) El anticuerpo de acuerdo con (8), en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena
ligera seleccionadas entre el grupo que consiste en una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:
18, una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de
aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 18, una cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y una
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las posiciones de aminoacidos 21 a
234 en la SEQ ID NO: 20, y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en las
posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos en las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID NO: 22.

(12) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1) a (11), en el que el anticuerpo carece de un resto de lisina en
el extremo carboxilo de la cadena pesada.

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

En lo sucesivo en el presente documento, se describe el anticuerpo anti-TROP2 utilizado en la invencion.
Los términos "-cancer" y "tumor" como se usan en el presente documento se utilizan con el mismo significado.

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

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

Los términos "polipéptido” y "proteina” como se usa en el presente documento se usan sin distincion.

El término "célula" como se usa en el presente documento incluyen también células de un individuo animal y células
cultivadas.

El término "TROP2" como se usa en el presente documento se utiliza con el mismo significado que la proteina
TROP2.

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

La frase "la hibridacién se lleva a cabo en condiciones restrictivas" como se usa en el presente documento se refiere
a un proceso en el que se lleva a cabo en condiciones bajo las cuales se puede conseguir la identificacion llevando a
cabo la hibridacion a 68 °C en una solucion de hibridacion comercialmente disponible, ExpressHyb Hybridization
Solution (fabricada por Clontech, Inc.) o llevando a cabo la hibridacion a 68 °C en presencia de 0,7 a 1,0 M de NaCl
utilizando un filtro que tiene un ADN inmovilizado en el mismo, seguido por llevar a cabo el lavado a 68 °C usando
una solucién de 0,1 a 2 x SSC (1 x SSC esta compuesta por NaCl 150 mM vy citrato de sodio 15 mM) o en
condiciones equivalentes a las anteriores.

1. TROP2

TROP2 es un miembro de la familia TACSTD expresada en trofoblastos humanos y es una proteina de membrana
celular de tipo 1 transmembrana de un Unico paso implicada en la resistencia inmunitaria, que es comun a los
trofoblastos humanos y a las células cancerosas.
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Como para la proteina TROP2 que se va a usar en la invencion, la proteina TROP2 puede purificarse directamente a
partir de células que expresan TROP2 de un mamifero humano o un mamifero no humano (tal como una rata o un
ratén) y utilizarse, o se puede preparar y usar una fraccion de membrana celular de las células anteriormente
descritas. Ademas, se puede obtener TROP2 mediante sintesis in vitro de la misma o produccién de la misma en
una célula hospedadora mediante ingenieria genética. En la ingenieria genética, especificamente, después de que el
ADNc de TROP2 se integra en un vector capaz de expresar ADNc de TROP2, la proteina TROP2 puede obtenerse
sintetizando esta en una solucién que contiene una enzima, un sustrato y una sustancia energética requerida para la
transcripcion y la traduccion, o expresando TROP2 en otra célula hospedadora transformada procariota o eucariota.
Como alternativa, las células que expresan TROP2 disefiadas mediante ingenieria genética descritas anteriormente
o una linea de células que expresan TROP2 se puede usar como la proteina TROP2.

La secuencia de ADN vy la secuencia de aminoacidos de TROP2 estan disponibles en una base de datos publica 'y
pueden referirse a, por ejemplo, los numeros de registro NM_002353 y NP_002344 (NCBI).

Ademas, se incluye también en TROP2 una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o
varios aminodacidos se sustituyen, eliminan y/o afaden en cualquiera de las secuencias de aminoacidos
anteriormente descritas de TROP2 y también tiene una actividad biolégica equivalente a la de la proteina.

La proteina TROP2 humana esta constituida por una secuencia de sefalizacidon que consiste en 26 restos de
aminoacidos en el extremo N, un dominio extracelular que consiste en 248 restos de aminoacidos, un dominio
transmembrana que consiste en 23 restos de aminoacidos y un dominio intracelular que consiste en 26 restos de
aminoacidos.

2. Produccioén de anticuerpo anti-TROP2

El anticuerpo anti-TROP2 de la invencién se puede obtener usando un método llevado a cabo usualmente en la
técnica, que implica inmunizar un animal con TROP2 o un polipéptido arbitrario seleccionado entre la secuencia de
aminoacidos de TROP2 y recoger y purificar el anticuerpo producido in vivo. La especie bioldgica de TROP2 que se
va a utilizar como un antigeno no esta limitada al ser humano, y se puede inmunizar un animal con TROP2 derivada
de un animal diferente de los seres humanos tal como un ratén o una rata. En este caso, examinando la reactividad
cruzada entre la unién de un anticuerpo a TROP2 heteréloga obtenido y TROP2 humana, se puede seleccionar un
anticuerpo aplicable a una enfermedad humana.

Ademas, se puede obtener un anticuerpo monoclonal a partir de un hibridoma establecido fusionando las células
productoras de anticuerpos que producen un anticuerpo contra TROP2 con células de mieloma de acuerdo con un
método conocido (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, (1975) 256, paginas. 495-497; Kennet, R. ed., Monoclonal
Antibodies, paginas. 365-367, Plenum Press, N. Y. (1980)).

Se puede obtener TROP2 que se va a utilizar como un antigeno expresando el gen TROP2 en una célula
hospedadora utilizando ingenieria genética.

Especificamente, se produce un vector capaz de expresar el gen TROP2, y el vector resultante se transfecta en una
célula hospedadora para expresar el gen, y a continuacion, el TROP2 expresado se purifica.

Como alternativa, las células que expresan TROP2 disefiadas mediante ingenieria genética descritas anteriormente
o una linea de células que expresan TROP2 se puede usar como la proteina TROP2. En lo sucesivo en el presente
documento, se describe especificamente un método de obtener un anticuerpo contra TROP2.

(1) Preparacion del antigeno

Los ejemplos del antigeno que se va a usar para producir el anticuerpo anti-TROP2 incluyen TROP2, o un
polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos parcial que comprende al menos 6 aminoacidos
consecutivos de TROP2, o un derivado obtenido afadiendo una secuencia de aminoacidos dada o un transportador
de la misma.

TROP2 se puede purificar directamente a partir de tejidos tumorales o células tumorales humanas y utilizarse.
Ademas, se puede obtener TROP2 sintetizando esta in vitro o produciendo esta en una célula hospedadora
mediante ingenieria genética.

Con respecto a la ingenieria genética, especificamente, después de que el ADNc de TROP2 se integra en un vector
capaz de expresar ADNc de TROP2, se puede obtener el antigeno sintetizando este en una solucién que contiene
una enzima, un sustrato y una sustancia energética requerida para la transcripcion y la traduccién, o expresando
TROP2 en otra célula hospedadora transformada procariota o eucariota.

Ademas, se puede obtener también el antigeno como una proteina secretora expresando una proteina de fusion
obtenida ligando el dominio extracelular de TROP2, que es una proteina de membrana, a la regiéon constante de un
anticuerpo en un sistema de vector hospedador adecuado.

Se puede obtener el ADNc de TROP2 mediante, por ejemplo, un método de la PCR asi denominado en el que una
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reaccion en cadena de la polimerasa (denominada en los sucesivo en el presente documento "PCR"; véase Saiki, R.
K., y col., Science, (1988) 239, pags. 487-489) se lleva a cabo utilizando una biblioteca de ADNc que expresa el
ADNc de TROP2 como un molde y cebadores que amplifican especificamente el ADNc de TROP2.

Como la sintesis in vitro del polipéptido, por ejemplo, puede ilustrarse el Sistema de Traduccidon Rapida (RTS)
fabricado por Roche Diagnostics, Inc., pero no se limita a los mismos.

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

Los ejemplos de células hospedadoras eucariotas incluyen células de vertebrados, células de insectos y células de
levaduras. como las células de vertebrados, por ejemplo, células COS de simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23,
paginas. 175-182, ATCC CRL-1650; ATCC: American Type Culture Collection), fibroblastos NIH3T3 de murino
(ATCC n.° CRL-1658), y cepas deficientes en dihidrofolato reductasa (Urlaub, G. y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1980) 77, pp. 4126-4220) de células de ovario de hamster chino (células CHO; ATCC: CCL-61); y se
utilizan a menudo las similares, sin embargo, las células no se limitan las anteriores.

El transformante obtenido de esta manera puede cultivarse de acuerdo con un método llevado a cabo usualmente en
la técnica, y cultivando el transformante, se produce un polipéptido diana intracelular o extracelularmente.

Se puede seleccionar un medio adecuado que se va a utilizar para el cultivo por los expertos en la materia a partir de
diversos medios de cultivo utilizados cominmente dependiendo de las células hospedadoras empleadas. Si se
emplea Escherichia coli, por ejemplo, se puede usar un medio LB suplementado con un antibiético tal como
ampicilina o IPMG segun sea necesario.

Se puede separar una proteina recombinante producida intracelular o extracelularmente por el transformante a
través de dicho cultivo y purificarse mediante cualquiera de los diversos métodos de separacion conocidos utilizando
la propiedad fisica o quimica de la proteina.

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

Ademas, uniendo una etiqueta de seis restos de histidina a la proteina recombinante que se va a expresar, la
proteina puede purificarse eficazmente con una columna de afinidad de niquel. Como alternativa, uniendo la region
Fc de IgG a la proteina recombinante que se va a expresar, la proteina puede purificarse eficazmente con una
columna de proteina A.

Combinando los métodos anteriormente descritos, se puede producir faciimente una gran cantidad de polipéptido
diana con alto rendimiento y pureza elevada.

El propio transformante anteriormente descrito se puede usar también como el antigeno. Como alternativa, se puede
usar una linea de células que expresa TROP2 como el antigeno. Los ejemplos de dicha linea de células pueden
incluir las lineas NCI-H322, PC14, NCIH-H2122 y LCAM1 de cancer de pulmén humano, una linea PC3 de cancer
de prostata humano, lineas BxPC-3 de cancer de pancreas humano, Capan-1, y PK-1, una linea SKOV3 de cancer
de ovarios humano y una linea COLO205 de cancer colorrectal humano, aunque la linea de células de acuerdo con
la presente invencién no esta limitada a estas lineas de células siempre que exprese TROP2.

(2) Produccion de anticuerpo monoclonal anti-TROP2

Los ejemplos del anticuerpo que se une especificamente a TROP2 incluyen un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a TROP2 y un método para obtener dicho anticuerpo es como se describe a continuacion.

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

(a) purificar un biopolimero que se va a usar como un antigeno, o preparar las células que expresan el antigeno;
(b) preparar las células productoras de anticuerpos inmunizando un animal mediante la inyeccion del antigeno,
recoger la sangre, evaluar su titulo de anticuerpos para determinar cuando se extirpa el bazo;

(c) Preparacion de 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 produciendo un anticuerpo deseado;

(f) dividir los hibridomas en clones de células individuales (clonacion);

(g) opcionalmente, cultivar el hibridoma o criar un animal al que se ha implantado el hibridoma para producir una
gran cantidad de anticuerpos monoclonales;
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(h) examinar el anticuerpo monoclonal producido de esta manera para la actividad bioldgica y la especificidad de
union, o evaluar el mismo para las propiedades como un reactivo marcado; y similares.

En lo sucesivo en el presente documento, el método de producir un anticuerpo monoclonal se describira en detalle
tras las anteriores etapas, sin embargo, el método no esta limitado a lo anterior, y, por ejemplo, se pueden usar
células productoras de anticuerpos diferentes de las células de bazo y mieloma.

(a) Purificacion del antigeno

Como antigeno, se puede usar TROP 2 preparado mediante el método que se describe anteriormente o un péptido
parcial del mismo.

Ademas, una fraccién de membrana preparada a partir de células recombinantes que expresan TROP2 o las propias
células recombinantes que expresan TROP2, y también un péptido parcial de la proteina de la invencidn sintetizado
quimicamente mediante un método conocido por los expertos en la materia se puede usar también como el
antigeno.

Ademas, se puede usar una linea de células que expresa TROP2 como el antigeno.
(b) Preparacion de las células productoras de anticuerpos

El antigeno obtenido en la etapa (a) se mezcla con un adyuvante tal como adyuvante o agente auxiliar completo o
incompleto de Freund tal como sulfato de aluminio potasio y la mezcla resultante se usé como un inmundégeno para
inmunizar un animal experimental. En un método alternativo, el animal experimental se inmunizan con células que
expresan antigenos como un inmunégeno. Como animal experimental, se puede usar sin impedimentos cualquier
animal utilizado en un método de produccion de hibridoma conocido. Especificamente, por ejemplo, se puede usar
un ratén, una rata, una cabra, oveja, ganado bovino, un caballo, similar. Sin embargo, desde el punto de vista de la
facilidad de biodisponibilidad de las células de mieloma que se van a fusionar con las células productoras de
anticuerpos extraidas, se usa preferentemente un ratdén o una rata como el animal que se va a inmunizar.

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

Estos ratones y ratas se pueden obtener de criadores/distribuidores de animales experimentales, por ejemplo, CLEA
Japan, Inc. y Charles River Laboratories Japan, Inc.

Teniendo en cuanta la compatibilidad para la fusion con las células de mieloma descritas a continuacion, en el caso
de un ratén, la variedad BALB/c, y en el caso de una rata, las variedades Wistar y Low se prefieren particularmente
como el animal que se va a inmunizar.

Ademas, teniendo en cuenta la homologia antigénica entre seres humanos y ratones, se prefiere usar un ratén que
tenga la funcion biolégica disminuida 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.

A fin de inmunizar un animal con TROP2 o un recombinante del mismo, se puede usar, por ejemplo, un método
conocido descrito en detalle en, por ejemplo, Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol. I. II. I,
Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987); Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry,
Charles C Thomas Publisher Springdfield, lllinois (1964) o similares.

Entre estos métodos de inmunizacion, un método especifico preferido en la presente invencion es, por ejemplo, del
siguiente modo.

Es decir, en primer lugar, una fraccion de proteina de membrana que sirve como el antigeno o las células producidas
para expresar el antigeno se administra(n) intradérmica o intraperitonealmente a un animal. Sin embargo, se prefiere
la combinacion de ambas rutas de administracion para aumentar la eficacia de la inmunizacion, y cuando se lleva a
cabo la administracion intradérmica en la primera mitad y se lleva a cabo la administracion intraperitoneal en la
Ultima mitad o solo en la ultima dosificacion, puede aumentarse particularmente la eficacia de la inmunizacion.

El calendario de administracion del antigeno varia dependiendo del tipo de animal que se va a inmunizar, las
diferencias individuales o similares. Sin embargo, en general, se prefiere un calendario de administracion en el que
la frecuencia de administracion del antigeno sea de 3 a 6 veces y el intervalo de dosificacion sea de 2 a 6 semanas,
y se prefiere mas un calendario de administracion en el que la frecuencia de administracion del antigeno sea de 3 a
4 veces y el intervalo de dosificacion sea de 2 a 4 semanas.
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Ademas, la dosis del antigeno varia dependiendo del tipo de animal, las diferencias individuales o similares, sin
embargo, la dosis se ajusta generalmente de 0,05 a 5 mg, preferentemente aproximadamente 0,1 a 0,5 mg.

Se lleva a cabo una inmunizaciéon de refuerzo de 1 a 6 semanas, preferentemente de 1 a 4 semanas, mas
preferentemente de 1 a 3 semanas después de la administracion del antigeno, como se ha descrito anteriormente.
Cuando el inmundgeno son las células, se emplean 1 x 10%a 1 x 107 células.

La dosis del antigeno en el momento de llevar a cabo la inmunizaciéon de refuerzo varia dependiendo del tipo o
tamafio del animal o similar, sin embargo, en el caso de, por ejemplo, un ratén, la dosis se ajusta generalmente de
0,05 a 5mg, preferentemente 0,1 a 0,5mg, mas Preferentemente aproximadamente 0,1 a 0,2mg. Cuando el
inmunogeno son células, se emplean 1 x 10%a 1 x 107 células.

Los esplenocitos o linfocitos que incluyen las células productoras de anticuerpos se eliminan asépticamente del
animal inmunizado después de 1 a 10 dias, preferentemente de 2 a 5 dias, mas preferentemente de 2 a 3 dias
desde la inmunizacion de refuerzo. En este momento, se mide el titulo de anticuerpos, y si un animal que tiene un
titulo de anticuerpos suficientemente aumentado se usa como una fuente de suministro de las células productoras
de anticuerpos, el procedimiento posterior se puede llevar a cabo mas eficazmente.

Los ejemplos de métodos de medicion del titulo de anticuerpos que se va a usar aqui incluyen un método RIA y un
método ELISA, pero el método no se limita a lo anterior. Por ejemplo, si se emplea un método ELISA, la medicion del
titulo de anticuerpos en la invencién se puede llevar a cabo de acuerdo con los procedimientos que se describen a
continuacion.

En primer lugar, un antigeno purificado o parcialmente purificado se adsorbe en la superficie de una fase sdlida tal
como una placa de 96 pocillos para ELISA, y la superficie de la fase sélida que no tiene antigeno adsorbido a la
misma se cubre con una proteina no relacionada con el antigeno tal como albimina de suero bovino (BSA). Tras
lavar la superficie, la superficie se pone en contacto con una muestra diluida en serie (por ejemplo, suero de raton)
como un anticuerpo primario para permitir que el anticuerpo en la mezcla se una al antigeno.

Ademas, como anticuerpo secundario, se afiade un anticuerpo marcado con una enzima contra un anticuerpo de
ratéon y se deja que se una al anticuerpo de raton. 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 se calcula el titulo de anticuerpos basandose en la medicion.

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

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

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

Mas especificamente, 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(45.6 TG), FO, S149/5XXO0, y
BU.1 derivadas de ratones; 210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3) derivadas 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 ATCC o similares.

Estas cepas celulares se subcultivan en un medio apropiado tal como un medio de 8-azaguanina (medio obtenido
afadiendo 8-azaguanina a un medio RPMI 1640 suplementado con glutamina, 2-mercaptoetanol, gentamicina y
suero de feto de ternera (en lo sucesivo denominado "FBS")), medio de Dulbecco modificado por Iscove (en lo
sucesivo denominado” IMDM "), o medio Eagle modificado por Dulbecco (en lo sucesivo denominado" DMEM. En
este caso, de 3 a 4 dias antes de realizar la fusién celular, las células se subcultivan en un medio normal (por
ejemplo, un medio ASF104 (fabricado por Ajinomoto Co., Ltd.) que contiene FCS al 10 % para asegurar no menos
de 2 x 107 células en el dia de la fusion celular.

(d) Fusion celular

Se puede llevar a cabo de manera adecuada la fusion entre las células productoras de anticuerpos y las células de
mieloma de acuerdo con un método conocido (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. I. II. Ill.,
Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987); Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry,
Charles C Thomas Publisher, Springfield, lllinois (1964), etc.), en condiciones tales que la tasa de supervivencia de
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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 solucion que contiene un polimero tal como
polietilenglicol a alta concentracién, un procedimiento fisico que usan estimulacion eléctrica, o similar. Entre estos
métodos, un ejemplo especifico del procedimiento quimico es tal como se describe a continuacion.

Es decir, en el caso donde se utiliza polietilenglicol en la solucién que contiene un polimero a una alta concentracion,
las células productoras de anticuerpos y las células de mieloma se mezclan en una solucién de polietilenglicol que
tiene un peso molecular de 1500 a 6000, mas preferentemente 2000 a 4000 a una temperatura de entre 30 a 40 °C,
preferentemente de 35 a 38 °C durante 1 a 10 minutos, preferentemente 5 a 8 minutos.

(e) Seleccioén de un grupo de hibridomas

El método de seleccionar hibridomas obtenidos mediante la fusion celular anteriormente descrita no esta
particularmente limitado. Normalmente, se usa un método de seleccién de HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina)
(Kohler y col., Nature (1975), 256, pag. 495; Millstein y col., Nature (1977), 266, pag. 550).

Este método es eficaz cuando se obtienen hibridomas utilizando las células de mieloma de una cepa deficiente en
HGPRT que no puede sobrevivir en presencia de aminopterina. Es decir, cultivando células e hibridomas sin fusionar
en un medio HAT, solo los hibridomas resistentes a aminopterina se dejan sobrevivir y proliferar selectivamente.

(f) Division en clones de células individuales (clonacion)

Como métodos de clonacion para los hibridomas, se pueden usar un método conocido tal como un método de la
metilcelulosa, un método de agarosa blanda, o un método 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 métodos, particularmente, se prefiere un método de cultivo tridimensional tal como un método de
metilcelulosa. Por ejemplo, el grupo de hibridomas producidos mediante fusion celular se suspenden en un medio de
metilcelulosa tal como el Medio D de Seleccion ClonaCell-HY (fabricado por StemCell Technologies, Inc., n.° 03804)
y se cultivan. Después, se recogen las colonias de hibridomas formados, por lo cual se pueden obtener hibridomas
monoclonales. Las colonias de hibridomas respectivas recogidas se cultivan, y se selecciona un hibridoma que se ha
confirmado que tiene un titulo de anticuerpos estable en un sobrenadante de cultivo de hibridomas obtenido como
una cepa de hibridoma productora de anticuerpos monoclonales contra TROP2.

Los ejemplos de la cepa de hibridoma establecido de esta manera incluyen el hibridoma TINA1 de TROP2. En la
presente memoria descriptiva, Un anticuerpo producido por el hibridoma TINA 1 de TROP2 se denomina "anticuerpo
TINA1" o simplemente "TINA1".

La region variable de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 tiene una secuencia de aminoacido representada por
la SEQ ID NO: 2 en el Listado de Secuencias. Ademas, la region variable de la cadena pesada del anticuerpo TINA1
tiene una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 4 en el Listado de Secuencias.

(g) Preparacion de anticuerpo monoclonal mediante cultivo de hibridoma

Cultivando el hibridoma seleccionado de esta manera, se puede obtener eficazmente un anticuerpo monoclonal. Sin
embargo, antes del cultivo, se prefiere llevar a cabo el cultivo de un hibridoma que produce un anticuerpo
monoclonal diana.

En dicho cribado, se puede emplear un método conocido.

La medicién del titulo de anticuerpos en la invencion se puede llevar a cabo mediante, por ejemplo, un método
ELISA explicado en el articulo (b) descrito anteriormente.

El hibridoma obtenido mediante el método descrito anteriormente se puede almacenar en un estado congelado en
nitrégeno liquido o en un congelador a -80 °C o por debajo.

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

se lleva a cabo un cultivo a gran escala mediante cultivo en rotacion utilizando un matraz de cultivo grande o
mediante un cultivo con agitador. A partir del sobrenadante obtenido mediante el cultivo a gran escala, se puede
obtener un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la proteina de la invencién mediante purificacion
utilizando un método conocido por el experto en la materia tal como filtracién en gel.

Ademas, el hibridoma se inyecta en la cavidad abdominal de un ratén de la misma variedad que el del hibridoma (por
ejemplo, el ratdbn BALB/c anteriormente descrito) o un ratén Nu/Nu para hacer proliferar el hibridoma, por lo cual se
puede obtener el fluido ascitico que contiene una gran cantidad del anticuerpo monoclonal de la invencion.

En el caso cuando se administra el hibridoma en la cavidad abdominal, si se administra un aceite mineral tal como
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2,6,10,14-tetrametil pentadecano (pristano) 3 a 7 dias antes del anterior, se puede obtener una gran cantidad de
fluido ascitico.

Por ejemplo, se inyectd previamente un inmunosupresor en la cavidad abdominal de un ratén de la misma variedad
que la del hibridoma para inactivar los linfocitos T. 20 dias después, se suspendieron 10° a 107 células de clones de
hibridoma en un medio exento de suero (0,5 ml), y la suspension se administro en la cavidad abdominal del raton. En
general, cuando el abdomen se expandio y se rellené con el fluido ascitico, el fluido ascitico se recogié a partir del
ratébn. Mediante este método, se puede obtener el anticuerpo monoclonal a una concentracion que es
aproximadamente 100 veces o mucho mas que la solucién en el cultivo.

El anticuerpo monoclonal obtenido mediante el método anteriormente descrito se puede purificar mediante un
método descrito en, por ejemplo, Weir, D. M.: Handbook of Experimental Immunology Vol. I, 11, lll, Blackwell Scientific
Publications, Oxford (1978).

El anticuerpo monoclonal obtenido de esta manera tiene una alta especificidad antigénica por TROP2.
(h) Ensayo de anticuerpo monoclonal
El isotipo y la subclase del anticuerpo monoclonal obtenido de esta manera se puede determinar como sigue.

En primer lugar, los ejemplos del método de identificacion incluyen un método Ouchterlony, un método ELISA, y un
método RIA.

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

Por otra parte, cuando se usa un método ELISA o un método RIA, haciendo reaccionar directamente el
sobrenadante del cultivo con un antigeno adsorbido en fase soélida y utilizando anticuerpos que corresponden a
diversos isotipos y subclases de inmunoglobulinas como anticuerpos secundarios, se pueden identificar el isotipo y
la subclase del anticuerpo monoclonal.

Ademas, como método mas sencillo, se puede utilizar también un kit de identificacién comercialmente disponible
(por ejemplo, Mouse Typer Kit fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) o similar.

Ademas, se puede llevar a cabo la determinacion cuantitativa de una proteina mediante el método de Folin Lowry y
un método de calculo basado en la absorbancia a 280 nm (1,4 (DO 280) = 1 mg/ml de Inmunoglobulina ).

Ademas, incluso cuando el anticuerpo monoclonal se obtiene por separado e independientemente llevando a cabo
de nuevo las etapas de (a) a (h) en (2), es posible obtener un anticuerpo que tenga una actividad citotdxica
equivalente a la del anticuerpo TINA1. Como ejemplo de dicho anticuerpo, se puede ilustrar un anticuerpo que se
une al mismo epitopo que el anticuerpo TINA1. Si un anticuerpo monoclonal producido recientemente se une a un
péptido parcial o a una estructura terciaria parcial a la cual se une el anticuerpo TINA1, se puede determinar que el
anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo TINA 1. Ademas, confirmando que el anticuerpo
monoclonal compite con el anticuerpo TINA1 por la union a TROP2 (es decir, el anticuerpo monoclonal inhibe la
union entre el anticuerpo TINA1 y TROP2), se puede determinar que el anticuerpo monoclonal se une al mismo
epitopo que el anticuerpo anti-TROP2 incluso si no se ha determinado la secuencia especifica del epitopo. Cuando
se confirma que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-TROP2,, se espera
firmemente que el anticuerpo monoclonal tenga la afinidad de union a antigeno y una actividad bioldgica equivalente
a la del anticuerpo TINAA1.

(3) Otros anticuerpos

El anticuerpo de la invencién incluye no solo el anticuerpo monoclonal anteriormente descrito contra TROP2 sino
también un anticuerpo recombinante obtenido mediante modificacion artificial a fin de disminuir la antigenicidad
heteréloga en seres humanos tal como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano.
Estos anticuerpos se pueden producir utilizando un método conocido.

Como el anticuerpo quimérico, un anticuerpo en el que el anticuerpo variable y las regiones constantes se derivan de
diferentes especies, por ejemplo, se puede ilustrar un anticuerpo quimérico en que la regioén variable de un
anticuerpo derivado de ratén o rata se une a una regiéon constante de un anticuerpo derivado de ser humano (véase
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851-6855, (1984)).

Como anticuerpo humanizado, un anticuerpo obtenido integrando solo una region determinante de la
complementariedad (CDR) en un anticuerpo derivado de ser humano (véase Nature (1986) 321, pags. 522-525), y
se puede ilustrar un anticuerpo obtenido injertando una parte de los restos de aminoacidos del marco, asi como la
secuencia CDR de un anticuerpo humano mediante un método de injerto a la CDR (publicacién internacional n.° WO
90/07861).

Sin embargo, el anticuerpo humanizado derivado del anticuerpo TINA1 no esta limitado a un anticuerpo humanizado
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especifico siempre que el anticuerpo humanizado tenga los 6 tipo de secuencias de CDR del anticuerpo TINA 1. La
region variable de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 tiene una CDRH1 (TAGMQ) que consiste en una
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 23 en el Listado de Secuencias, CDRH2
(WINTHSGVPKYAEDFKG) que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 24 en el
Listado de Secuencias, y CDRH3 (SGFGSSYWYFDV) que consiste en una secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID NO: 25 en el Listado de Secuencias. Ademas, la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
TINA1 tiene una CDRL1 (KASQDVSTAVA) que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ
ID NO: 26 en el Listado de Secuencias, CDRL2 (SASYRYT) que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 27 en el Listado de Secuencias, y CDRL3 (QQHYITPLT) que consiste en una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 28 en el Listado de Secuencias.

Como ejemplo del anticuerpo humanizado de un anticuerpo TINA1 de ratdn, una combinacién arbitraria de una
cadena pesada que comprende una region variable de cadena pesada que consiste en una cualquiera de (1) una
secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 12, 14, 0 16 en el
Listado de Secuencias, (2) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 95 % o mas con la
secuencia de aminoacidos (1) descrita anteriormente, y (3) una secuencia de aminoacidos en la que se eliminan,
sustituyen o afiaden uno o varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos (1) descrita anteriormente, y una
cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera de uno cualquiera de (4) una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO: 18, 20,0 22 en el Listado de
Secuencias, (5) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 95 % o mas con la secuencia
de aminoacidos (4) descrita anteriormente, y se puede ilustrar (6) una secuencia de aminoacidos en la que se
eliminan, sustituyen o afiaden uno o varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos (4) descrita anteriormente.

El término "varios" como se usa en el presente documento se refierea1a10,1a9,1a8,1a7,1a6,1a5,1a4,
1a3,0102.

Como la sustituciéon de aminoacidos en esta memoria descriptiva, se prefiere una sustitucion de aminoacidos
conservativa. La sustitucion de aminoacidos conservativa se refiere a una sustitucion que se produce en un grupo de
aminoacidos relacionados con las cadenas secundarias de aminoacidos. Los grupos de aminoacidos preferidos son
de la siguiente forma: 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 sin cargar (glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, y tirosina). Los grupos aminoacidos
mas preferidos son de la siguiente forma: 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 aminoacidos se lleva a cabo preferentemente con un intervalo que no
deteriora 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 descritas
anteriormente, un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de una
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 12 y una
cadena ligera que comprende una region variable que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que
comprende una region variable de una secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20
a 140 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende una region variable que consiste en la secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:20; un anticuerpo que
consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de una secuencia de aminoacidos que consiste
en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que comprende una region
variable que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la
SEQ ID NO:22; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de una
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 14 y una
cadena ligera que comprende una region variable que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que
comprende una region variable de una secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20
a 140 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que comprende una region variable que consiste en la secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:20; un anticuerpo que
consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de una secuencia de aminoacidos que consiste
en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que comprende una region
variable que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la
SEQ ID NO:22; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de una
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 16 y una
cadena ligera que comprende una region variable que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las
posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que
comprende una region variable de una secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20
a 140 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que comprende una region variable que consiste en la secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:20; y un anticuerpo que
consiste en una cadena pesada que comprende una region variable de una secuencia de aminoacidos que consiste
en las posiciones de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que comprende una region
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variable que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 129 de la
SEQ ID NO:22.

Ademas, Como un anticuerpo que tiene una combinacion mas preferida de una cadena pesada y una cadena ligera
descritas anteriormente, un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que
consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID
NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en la
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:20; un
anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en las
posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:22; un anticuerpo que
consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de
aminodacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos que
consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena
pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de
la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones
de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:20; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en
una secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y una
cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234
de la SEQ ID NO:22; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que
consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID
NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que consiste en la
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:20; y se puede
ilustrar un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que consiste en la
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:22.

Como un anticuerpo que tiene una combinacion preferida superior de una cadena pesada y una cadena ligera
descritas anteriormente, un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable que
consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 12
y una cadena ligera que comprende una region variable que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste
en los restos de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que
comprende una regién variable que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de
aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que comprende una regién variable que consiste en
una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:18; un
anticuerpo que consiste en una cadena pesada que comprende una region variable que consiste en una secuencia
de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que
comprende una regién variable que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de
aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:20; y se puede ilustrar un anticuerpo que consiste en una cadena pesada
que comprende una region variable que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de
aminoacidos 20 a 140 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que comprende una regién variable que consiste en
la secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 129 de la SEQ ID NO:22.

Ademas, como un anticuerpo que tiene otra combinacion mas preferida de una cadena pesada y una cadena ligera
descritas anteriormente, 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:18; 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:20; 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:22; un anticuerpo que consiste en
una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14 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: 14 y una cadena ligera que consiste en una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:20; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:22; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 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: 16 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:20; y se puede
ilustrar un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 16 y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:22.

Como un anticuerpo que tiene una combinacion preferida superior de una cadena pesada y una cadena ligera
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descritas anteriormente, un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que
consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID
NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que consiste en la
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:18; un
anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en las
posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:20; y se puede ilustrar un
anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en las
posiciones de aminoacidos 20 a 470 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:22.

Ademas, como un anticuerpo que tiene una combinacion superior mas preferida de una cadena pesada y una
cadena ligera descritas anteriormente, un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 469 de la SEQ ID NO: 12 y una
cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234
de la SEQ ID NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 469 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que
consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID
NO:18; un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 469 de la SEQ ID NO: 14 y una cadena ligera que consiste en la
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:20; y se puede
ilustrar un anticuerpo que consiste en una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que
consiste en las posiciones de aminoacidos 20 a 469 de la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que consiste en la
secuencia de aminoacidos que consiste en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO:22.

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

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

En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesad representada por la SEQ ID NO: 12, 14 o 16 en el Listado de
Secuencias, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 19 es una secuencia de
sefializacién, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 20 a 140 es una region
variable, y una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 141 a 470 es una region
constante. Las secuencias de SEQ ID NO: 12, 14 y 16 se muestran en la Fig. 3, 4 y 5 respectivamente.

Ademas, en la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera representada por la SEQ ID NO: 18, 20 o0 22 en el
Listado de Secuencias, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 20 es una
secuencia de sefalizacion, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 129 es
una region variable, y una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 130 a 234 es una
region constante. Las secuencias de SEQ ID NO: 18, 20 y 22 se muestran en la Fig. 6, 7 y 8 respectivamente.

Ademas, el anticuerpo de la invencion incluye un anticuerpo humano que se une a TROP2. Un anticuerpo humano
anti-TROP2 se refiere a un anticuerpo humano que tiene solo una secuencia de un anticuerpo derivado de un
cromosoma humano. El anticuerpo humano anti-TROP2 se puede obtener mediante un método que utiliza un ratén
productor de anticuerpos humanos que tiene un fragmento de cromosoma humano que comprende genes de la
cadena pesad y la cadena ligera de un anticuerpo humano (veanse Tomizuka, K. y col., Nature Genetics (1997) 16,
paginas. 133-143; Kuroiwa, Y. y col., Nucl. Acids Res. (1998) 26, paginas. 3447-3448; Yoshida, H. y col., Animal Cell
Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, pags. 69-73 (Kitagawa, Y., Matuda, T. e liima, S. eds.), Kluwer
Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97, pags. 722-727, etc.).

Dicho ratén productor de anticuerpos humanos puede crearse especificamente de la siguiente forma. Un animal
modificado genéticamente en el que se han interrumpido los loci endégenos génicos de la cadena pesad y la cadena
ligera de la inmunoglobulina, y a su vez, los loci génicos de la cadena pesada y la cadena ligera de la
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inmunoglobulina humana se han introducido mediante un vector de un cromosoma artificial de levadura (YAC) o
similar que se crea produciendo un animal inactivado genéticamente y un animal transgénico y apareando estos
animales.

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

Aqui, como hospedador, se pueden usar, por ejemplo, células eucariotas, preferentemente células de mamifero tales
como células CHO, linfocitos, o células de mieloma.

Ademas, se conoce también un método para obtener un anticuerpo humano derivado mediante expresion en fago
seleccionado entre una biblioteca de anticuerpos humanos (véanse 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), pp.
427-431, etc.).

Por ejemplo, se selecciona un método de expresion en fago en el que una regién variable de un anticuerpo humano
se expresa sobre la superficie del fago como un anticuerpo monocatenario (scFv), y se puede usar 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, se puede determinar 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, se puede obtener un anticuerpo humano
preparando un vector de expresidon que comprende la secuencia e introduciendo el vector en un hospedador
adecuado para expresar este (Publicacion internacional n.° WO 92/01047, Los documentos WO 92/20791, WO
93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172, WO 95/01438, WO 95/15388; Annu. Rev. Immunol. (1994) 12, pags. 433-
455; Nature Biotechnology (2005) 23 (9), pags. 1105-1116).

Si un anticuerpo humano producido recientemente se une a un péptido parcial o a una estructura terciaria parcial a la
cual se une el anticuerpo TINA1, se puede determinar que el anticuerpo humano se une al mismo epitopo que el
anticuerpo TINA 1. Ademas, confirmando que el anticuerpo monoclonal compite con el anticuerpo TINA1 por la unién
a TROP2 (es decir, el anticuerpo monoclonal inhibe la unién entre el anticuerpo TINA1 y TROP2), se puede
determinar que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo TINA 1 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 TINA1, se espera firmemente que el anticuerpo humano tenga una actividad
bioldgica equivalente a la del anticuerpo TINA1.

Los anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, o anticuerpos humanos obtenidos mediante el método
anteriormente descrito se evaluan para la propiedad de unién a un antigeno mediante un método conocido o similar,
y se puede seleccionar un anticuerpo preferido.

Como ejemplo de otro indice para su uso en la comparacion de las propiedades de los anticuerpos, se puede ilustrar
la estabilidad de los anticuerpos. La calorimetria de barrido diferencial (DSC) es un dispositivo capaz de medir
rapidamente y con precision una temperatura intermedia de desnaturalizacién térmica (Tm) que se va a usar como
un indice favorable de estabilidad conformacional relativa de las proteinas. Midiendo los valores de la Tm utilizando
DSC y comparando los valores, se puede comparar una diferencia en la estabilidad térmica. Se sabe que la
estabilidad en almacenamiento de los anticuerpos muestra alguna correlacién con la estabilidad térmica de los
anticuerpos (Lori Burton, y col., Pharmaceutical Development and Technology (2007) 12, pags. 265-273), y se puede
seleccionar un anticuerpo preferido utilizando la estabilidad térmica como un indice. Los ejemplos de otros indices
para seleccionar anticuerpos incluyen las siguientes caracteristicas: el rendimiento en una célula hospedadora
adecuada 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 elevada, y por tanto, es necesario seleccionar
un anticuerpo mas adecuado para la administracion a seres humanos realizando una evaluacién comprehensiva
basandose en los indices anteriormente descritos.

En la presente invencion, se incluye también una variante modificada del anticuerpo. La variante modificada se
refiere a una variante obtenida sometiendo el anticuerpo de la presente invencién a modificacion quimica o bioldgica.
Los ejemplos de la variante modificada quimicamente incluyen variantes modificadas quimicamente uniendo un
resto quimico a un esqueleto de aminoacido, las variantes modificadas quimicamente con una cadena de hidrato de
carbono unida a N o unida a O, etc. Los ejemplos de variantes modificadas biolégicamente incluyen variantes
obtenidas mediante modificacién posterior a la traduccion (tales como glicosilacion unida a N o glicosilacién unida a
O, procesamiento del extremo N o el extremo C, desamidacién, isomerizaciéon de acido aspartico, u oxidacion de
metionina), y variantes en las que se ha afiadido un resto de metionina a extremo N que se expresa en una célula
hospedadora procariota.
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Ademas, se incluyen también en el significado de la variante modificada un anticuerpo marcado de tal manera que
permita la deteccion o el aislamiento del anticuerpo o un antigeno de la invencion, por ejemplo, un anticuerpo
marcado con enzima, un anticuerpo marcado con fluorescencia, y un anticuerpo marcado con afinidad. Dicha
variante modificada del anticuerpo de la invencion es util para mejorar la estabilidad y la retencion en sangre del
anticuerpo, reduciendo su antigenicidad, detectando o aislando un anticuerpo o un antigeno, y asi sucesivamente.

Ademas, regulando la modificacion de un glicano que se une al anticuerpo de la invencion (glicosilacion,
defucosilacion, etc.), es posible potenciar una actividad citotoxica celular dependiente del anticuerpo. Como técnica
para regular la modificacién de un glicano de los anticuerpos, se conocen la publicacion internacional n.° WO
1999/54342, WO 2000/61739, WO 2002/31140, etc. Sin embargo, la técnica no se limita a lo anterior. En el
anticuerpo de la presente invencion, esta también incluido un anticuerpo en el que esta regulada la modificacion de
un glicano.

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

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

En el caso donde se usan células procariotas, se pueden ilustrar, por ejemplo, Escherichia coli y Bacillus subtilis.

Introduciendo un gen de anticuerpo deseado en estas células mediante transformacion, y cultivando las células
transformadas de esta manera in vitro, se puede obtener el anticuerpo. En el método de cultivo anteriormente
descrito, el rendimiento puede variar algunas veces dependiendo de la secuencia del anticuerpo, y por tanto, es
posible seleccionar un anticuerpo que se produce facilmente como un compuesto farmacéutico utilizando el
rendimiento como un indice entre los anticuerpos que tienen una actividad de unién equivalente. Por lo tanto, en el
anticuerpo de la presente invencion, se incluye también un anticuerpo obtenido mediante un procedimiento para
producir 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.

Se sabe que se elimina un resto de lisina en el extremo carboxilo de la cadena pesada de un anticuerpo producido
en la célula de mamifero cultivada (Journal of Chromatography A, 705: 129-134 (1995)), y se sabe también que se
eliminan dos restos de aminoacidos (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 localizado recientemente en el
extremo carboxilo (Analytical Biochemistry, 360: 75-83 (2007)). Sin embargo, dicha delecion y modificacion de la
secuencia de la cadena pesada no afecta la afinidad de unién al antigeno y la funcion efectora (la activacion de un
complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo, etc.) del anticuerpo. Por lo tanto, en el anticuerpo
de acuerdo con la presente invencion, se incluyen también un anticuerpo sometido a dicha modificacion y un
fragmento funcional del anticuerpo, y una variante de delecién en la que uno o dos aminoacidos se han eliminado en
el extremo carboxilo de la cadena pesada, estan abarcadas también una variante obtenida mediante amidacion de la
variante de delecion (por ejemplo, una cadena pesada en la que se ha amidado el resto de prolina en el extremo
carboxilo), y similares. El tipo de variante de delecidon que tiene una delecion en el extremo carboxilo de la cadena
pesada del anticuerpo de acuerdo con la invencién no esta limitado a las variantes anteriores siempre que la afinidad
de unién a antigeno y la funcion efectora se conserven. Las dos cadenas pesadas que constituyen el anticuerpo de
acuerdo con la invencién pueden ser de un tipo seleccionado entre el grupo que consiste en una cadena pesada de
longitud completa y la variante de delecidon anteriormente descrita, o puede ser de dos tipos combinados
seleccionados de los anteriores. La relacion de la cantidad de cada variante de delecion puede ser alterada por el
tipo de células de mamifero cultivadas que producen el anticuerpo de acuerdo con la invencion y las condiciones de
cultivo, sin embargo, puede ilustrarse un caso donde se ha eliminado un resto de aminoacido en el extremo carboxilo
en ambas dos cadenas pesadas contenidas como componentes principales en el anticuerpo de acuerdo con la
invencion.

Puede ilustrarse un isotipo del anticuerpo de la invencion, por ejemplo, IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), y se pueden
ilustrar preferentemente IgG1 o 1gG2.

Como actividad bioldgica del anticuerpo, generalmente se puede ilustrar una actividad de unién a antigeno, una
actividad de internalizacion en células que expresan un antigeno mediante la unién al antigeno, una actividad de
neutralizacion de la actividad de un antigeno, una actividad de potenciaciéon de la actividad de un antigeno, una
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actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), una actividad de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) y una actividad de fagocitosis mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCP). La
funcion del anticuerpo de la presente invencién es una actividad de unién a TROP2, preferentemente una actividad
de internalizacion en células que expresan TROP2 mediante la union a TROP2. Ademas, el anticuerpo de la
presente invencion puede tener una actividad ADCC, una actividad CDC, y/o una actividad ADCP ademas de una
actividad de internalizacion celular.

El anticuerpo obtenido puede purificarse hasta homogeneidad. La separacion y la purificacion del anticuerpo puede
llevarse a cabo empleando un método de separacion y purificacion de proteinas adicional. Por ejemplo, el anticuerpo
se puede separar y purificar seleccionando y combinando adecuadamente la cromatografia en columna, filtracion
mediante filtro, ultrafiltracion, precipitacion con sal, dialisis, electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida,
electroforesis mediante electrofocalizacion isoeléctrica, 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
método no se limita a lo anterior.

Los ejemplos de dicha cromatografia incluyen cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia hidréfoba, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia en fase inversa y cromatografia de
adsorcion.

Dicha cromatografia puede llevarse a cabo empleando cromatografia liquida tal como HPLC o FPLC.

Como una columna que se va a usar en la cromatografia de afinidad, se puede ilustrar una columna de Proteina Ay
una columna de Proteina G. Por ejemplo, como una columna que utiliza una columna de Proteina A, se puede
ilustrar Hyper D, POROS, Sefarosa FF (Pharmacia) y similares.

Ademas, utilizando un transportador que tiene un antigeno inmovilizado en el anterior, el anticuerpo se puede
purificar también utilizando la propiedad de unién del anticuerpo al antigeno.

[Compuesto antitumoral]

Se explica el compuesto antitumoral que se va a conjugar con el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la
presente invencion. El compuesto antitumoral utilizado en la presente invencion no esta particularmente limitado si
es un compuesto que tiene un efecto antitumoral y un grupo sustituyente o una estructura parcial que permite la
conexién a una estructura del enlazador. Cuando una parte o el enlazador completo se escinde en células
tumorales, el resto de compuesto antitumoral se libera para presentar el efecto antitumoral del compuesto
antitumoral. A medida que el enlazador se escinde en una posicién de unién al farmaco, el compuesto antitumoral se
libera en su estructura modificada para presentar su efecto antitumoral intrinseco.

Como el compuesto antitumoral usado en la presente invencion, exatecan (((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; que se
muestra en la siguiente férmula), se puede usar preferentemente uno de los derivados de camptotecina.

[Férmula 14]

Aunqgue teniendo un excelente efecto antitumoral, exatecan no se ha comercializado como un farmaco antitumoral.
El compuesto puede obtenerse faciimente mediante un método conocido y el grupo amino en la posicién 1 puede
utilizarse preferentemente como una posiciéon de unién a la estructura del enlazador. Ademas, aunque exatecan
puede también liberarse en células tumorales aunque parte del enlazador esta unido todavia al anterior, es un
excelente compuesto que presenta un excelente efecto antitumoral incluso en dicha estructura.

Debido a que exatecan tiene la 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 mas o menos) pero se
desplaza a una estructura con un anillo de lactona abierto (anillo abierto) en un medio basico acuoso (por ejemplo,
pH 10 mas o menos). Un conjugado de farmaco que se introduce con un resto de exatecan que corresponde a la
estructura de anillo cerrado y la estructura de anillo abierto se espera también que tenga el mismo efecto antitumoral
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y es necesario decir que cualquiera de estos estados esta comprendido en el ambito de la presente invencion.

Otros ejemplos del compuesto antitumoral pueden incluir doxorrubicina, daunorrubicina, mitomicina C, bleomicina,
ciclocitidina, vincristina, vinblastina, metotrexato, agente antitumoral basado en platino (cisplatino o sus derivados),
taxol o sus derivados, y camptotecina o sus derivados (agente antitumoral descrito en la patente japonesa abierta a
consulta n.° 6-87746).

Con respecto al conjugado de farmaco anticuerpo, el nimero de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de
anticuerpo es un factor clave que tiene una influencia sobre la eficacia y la seguridad. La produccion del conjugado
de anticuerpo-farmaco se lleva a cabo definiendo la condicion de reaccién que incluye las cantidades de uso de las
materias primas y reactivos para la reaccion con el fin de tener un numero constante de moléculas de farmaco
conjugadas, y el conjugado de farmaco-anticuerpo se obtiene generalmente como una mezcla que contiene
diferentes cantidades de moléculas de farmaco conjugadas, a diferencia de la reaccion quimica de un compuesto de
bajo peso molecular. La cantidad de farmacos conjugados en una molécula de anticuerpo se expresa o especifica
mediante el valor promedio, es decir, el numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas. Salvo que se
describa especificamente lo contrario como un principio, el nimero de moléculas de farmaco conjugadas significa un
valor promedio excepto en un caso en el que representa un conjugado de farmaco-anticuerpo que tiene un ndmero
especifico de moléculas de farmaco conjugadas que esta incluido en una mezcla de un conjugado de farmaco-
anticuerpo que tiene diferente nimero de moléculas de farmaco conjugadas. El nimero de moléculas de exatecan
conjugadas a una molécula de anticuerpo es controlable, y como numero promedio de moléculas de farmaco
conjugadas por anticuerpo, se pueden unir aproximadamente 1 a 10 exatecanos. Preferentemente, es 2 a 8 y mas
preferentemente 3 a 8. Mientras tanto, una persona experta en la materia puede disefiar una reaccién para conjugar
un numero requerido de moléculas de farmaco con una molécula de anticuerpo basandose en la descripciéon de los
Ejemplos de la presente solicitud y puede obtener un conjugado de farmaco-anticuerpo con un nimero controlado de
moléculas de exatecan.

[Estructura del enlazador]

Con respecto al conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion, se explica la estructura del
enlazador para conjugar un compuesto antitumoral con el anticuerpo anti-TROP2. El enlazador tiene una estructura
de la siguiente formula:

-L'-L%LP-NH-(CHy)n"-L®(CH2)n?-C(O)-

El anticuerpo se une al extremo de L' ( extremo opuesto a la unién con L2), y el compuesto antitumoral se une al
grupo carbonilo del resto -L?-(CH2)n*C(=0)-.
n' representa un entero de 0 a 6 y es preferentemente un entero de 1 a 5, y mas preferentemente 1 a 3.

1.1
L' se representa mediante la estructura de
~(Succinimid-3-il-N)-(CHz)n-C(O)-.

En lo anterior, n® es un entero de 2 a 8, y "-(Succinimid-3-il-N)-" tiene una estructura representada por la siguiente
férmula:

[Férmula 15]

La posicién 3 de la estructura parcial anterior es una posicion de unién al anticuerpo anti-TROP2. El enlace con el
anticuerpo anti-TROP2 en la posicion 3 se caracteriza por la unién con la formacion tioéter. El atomo de nitrégeno en
la posicion 1 del resto de la estructura se une al atomo de carbono del metileno que esta presente en el enlazador
incluyendo la estructura. Especificamente, -(Succinimid-3-il-N)-(CHz)n>-C(=0)-L% es una estructura representada por
la siguiente férmula (en el presente documento, "anticuerpo-S-" se origina a partir de un anticuerpo).

[Férmula 16]
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--'»“::_O

Anticuerpo —S

WN-— (CHz)n3-C(=O)-L2-

|
'

o)

En la férmula, n®es unenterode 2 a 8, y preferentemente 2 a 5.

Los ejemplos especificos de L ! pueden incluir

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

-CHoCH,-C(=0)-,
-CH,CH2CH,-C(O)-,
-CHzCHzCHzCHz-C(=O)-,
-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-.

[
— ==

2.1°
L2 es un enlazador representado por la siguiente estructura:
-NH-(CH2CH2-0)n*-CH,CH»-C(=O)-,

L2 puede no estar presente, y en tal caso, L? es un enlace simple. En lo anterior, n* es un entero de 1 a 6,y
preferentemente 2 a 4. L2 esta unido a L' en su grupo del extremo amino y esta unido a L” en su grupo carbonilo en
el otro extremo.

Los ejemplos especificos de L 2 pueden incluir

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

-N H-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-,
-NH-CH2CH3-O-CH,CH2-O-CH>CH2-O-CH,CH2-C(=0)-,
-NH-CH2CH,-O-CH>CH;-O-CH2CH,-O-CH>CH2-O-CH,CH2-C(=0)-,
-NH-CH2CH>-O-CH,>CH;-O-CH>CH2-0-CH,CH2-O-CH,CH2-O-CH,CH»-C(=0)-,
-NH-CH2CH3-O-CH,CH;-O-CH>CH2-0-CH,CH2-O-CH;CH2-O-CH2CH,-O-CH2CH,-C(=0)-.

3.L°
L” es un resto tetrapéptido de -GGFG- (en el que G = glicina (Gly); F = fenilalanina (Phe)).
4. L®(CH2)n*C(=0)-

L? in L%(CH2)n?-C(=0)- es una estructura de -O- o un enlace simple. n? es un entero de 0 a 5, mas preferentemente
de 0 a 3, mas preferentemente 0 o 1.

Los ejemplos de L®-(CH)n*C(=0)- pueden incluir aquellos que tienen las siguientes estructuras:

-O-CH,-C(=0)-,
-O-CH,CH2-C(=0)-,
-O-CH,CH2CH2-C(=0)-,
-O-CH2CH2CH2CH2-C(=O)-,
-O-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-,
-CH,-C(=0)-,

-CH,CH,-C(=0)-,
-CHzCHzCHz-C(=O)-,
-CHzCHzCHzCHz-C(=O)-,
-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-.

De estas,

-O-CH,-C(=0)-,
-O-CH,CH,-C(=0)-, 0

se prefiere un caso en el que L? es un enlace simple, y n? es 0.

Los ejemplos especificos de la estructura representada por -NH-(CH2)n'-L?(CHz)n?-C(=O)- en el enlazador pueden
incluir
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-NH-CH,-C(=0)-,
-NH-CH2CH,-C(=0)-,
-NH-CH3-O-CH,-C(=0)-,
-NH-CH,CH,-0-C(=0)-,
-NH-CH2CH,-O-CH»-C(=0)-,
-NH-CH2CH2CH2-C(=O)-,
-NH-CH2CH2CH2CH2-C(=O)-,
-NH-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-.

-NH-CH2CH2CH2-C(=O)-,
-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-, 0 -NH-CH,CH2-O-C(=0)-
es mas preferido.

En el enlazador, La longitud de la cadena de -NH-(CHz)n'-L?-(CHz)n?-C(=0)- es preferentemente una longitud de
cadena de 4 a 7 atomos, y mas preferentemente una longitud de cadena de 5 o 6 atomos.

Con respecto al conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion, se considera que cuando el
conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 se transfiere al interior de las células tumorales el resto enlazador se
escinde y el derivado de farmaco que tiene una estructura representada por NHz-(CH2)n"-L?-(CHz)n?-C(=0)-(NH-DX)
se libera para expresar una accién antitumoral. Los ejemplos del derivado antitumoral que presenta un efecto
antitumoral mediante la liberacién del conjugado de farmaco-anticuerpo de la presente invencion |ncIuye un derlvado
antitumoral que tiene un resto de estructura en el que la estructura representada por -NH-(CHz)n'-L?(CH,)n*C(=0)-
del enlazador tiene un grupo en el extremo amino, y el particularmente preferido incluye los siguientes.
NH2-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),

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

NH2-CH2-O-CH-C(=0)-(NH-DX),

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

Mientras tanto, en el caso de NH2-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX), se confirmé que, como la estructura aminal en la
molécula es inestable, esta experimenta de nuevo una autodegradacion para liberar el HO-CH2-C(=0)-(NH-DX)
siguiente. Aquellos compuestos se pueden usar también preferentemente como intermedio de producciéon del
conjugado de farmaco-anticuerpo de la presente invencion.

Para el conjugado de farmaco anticuerpo de la presente |nvenC|on en el que exatecan se usa como un farmaco, es
preferible que el resto de estructura farmaco-enlazador [-L'-L?*-LP-NH-(CH2)n'-L?(CH,)n*-C(=0)-(NH-DX)] que tiene
la siguiente estructura se una a un anticuerpo. La cantidad conjugada promedio de restos de dicha estructura de
farmaco-enlazador por anticuerpo puede ser de 1 a 10. Preferentemente, es 2 a 8 y mas preferentemente 3 a 8.

- (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
DX),

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

- (Succinimid -3-il- N) CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CHz-O-CH2CH2-O-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,-C(=0O)-(NH-DX),

- (SUCCInImId -3-il- N) CHzCHz-C( O)-NH-CH2CHz-O-CH2CH2-O-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX).

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

e s e e e

Entre ellos, los mas preferidos son los siguientes.

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

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

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

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

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

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

Los particularmente preferidos son los siguientes.

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

Con respecto a la estructura del enlazador para conjugar el anticuerpo anti-TROP2 y un farmaco en el conjugado de
farmaco-anticuerpo de la presente invencion, se puede construir el enlazador preferido uniendo las estructuras
preferidas que se muestran para cada parte del enlazador explicada anteriormente. Como para la estructura del
enlazador, se pueden usar preferentemente aquellos con la siguiente estructura. Mientras tanto, el extremo izquierdo
de la estructura es una posicién de unién con el anticuerpo y el extremo derecho es una posicién de uniéon con el
farmaco.

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH-C(=O)-,
- (Succinimid-3-il-N)-CH,CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHz-C(=0)-,

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH,CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=O)-,

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH,CH2CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-,

- (Succinimid-S-iI-N CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-,
- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH,CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-,

- (Succinimid-3-il-N)-CH;CH,CH,CH,CHp-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-0-CH,-C(=0)-,
- (Succinimid-3-il-N)-CH;CHy-C(=0)-NH-CH,CH2-O-CH,CH,-0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-,
- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH2-O-CH,CH,-0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(O)-,

)-
)-
)-
)-
)-
)-
)-
)-
)-
)-

- (Succinimid-S-iI-N CHzCHz-C(=O)-N H-CH2CHz-O-CH2CH2-O-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-N H-
CH,CH,-C(=0)-,

- (SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-N H-CH2CHz-O-CH2CH2-O-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-N H-
CHzCHzCHz-C(=O)-.

Entre ellos, los mas preferidos son los siguientes.

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

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH,CH2CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-,

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH,CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0O-CH,-C(=0)-,

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

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

- (SUCCinimid-3-i|-N)-CH2CH2-C(=O)-NH-CH2CHz-O-CH2CH2-O-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CHzCHzCHz-C(=O)-.

Los particularmente preferidos incluyen los siguientes.

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

- (Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH>CH,>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-O-CH>-C(=0)-,

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

[Método de produccion]

A continuacion, se proporcionan explicaciones del método representativo para producir el conjugado de farmaco-
anticuerpo de la presente invencidon o una produccion intermedia del mismo. Mientras tanto, Los compuestos se
describen en lo sucesivo en el presente documento con el nimero de compuesto que se muestra en cada formula de
reaccion. Especificamente, se denominan "compuesto de Férmula (1)", un "compuesto (1)", o similares. Los
compuestos con numeros diferentes de aquellos que se describen de forma similar.

1. Método de produccién 1

El conjugado de farmaco anticuerpo representado por la formula (1) que se une a la estructura de enlazador-farmaco
mediante un tioéter se puede producir mediante el siguiente método, por ejemplo.

[Férmula 17]

AB

3a
LV-L2-LP-NH-(CH ' -L3-(CHn?-C(=O}H{NH-DX}) ——— > AB-L 1L 2L P-NH{CH,)n'-L2-(CH)M-C(=0)-(NH-DX)
2 1

[En la férmula, AB representa un anticuerpo que tiene un grupo sulfhidrilo, y L" representa la estructura del
enlazador L' en la que el extremo del enlazador es un grupo maleimidilo (formula que se muestra a continuacion)

[Férmula 18]
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(en la férmula, el atomo de nitrégeno es la posicion de union),

y representa especificamente un grupo en el que el resto -(Succinimid-3-il-N)- en -(Succinimid-3-il-N)-(CH2)n*-C(=0)-
de L' es un grupo maleimidilo. Ademas, el -(NH-DX) representa una estructura representada por la siguiente
férmula:

[Férmula 19]

y representa un grupo que se deriva eliminando un atomo de hidrégeno del grupo amino en la posicion 1 de
exatecan.]

Ademas, el compuesto de formula (1) en la anterior férmula de reaccion se interpreta como una estructura en la que
un resto de estructura que corresponde al farmaco del extremo del enlazador se une a un anticuerpo. Sin embargo,
solo se proporciona la descripcidon dada por razones de conveniencia, y existen realmente muchos casos en los que
una pluralidad de restos de estructura esta unidos a una molécula de anticuerpo. Lo mismo se aplica a la explicacion
del método de produccioén descrito a continuacion.

Se puede producir el conjugado de farmaco-anticuerpo (1) haciendo reaccionar el compuesto (2), que es obtenible
mediante el método descrito a continuacion, con el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo.

Se puede obtener el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo mediante un método bien conocido en la técnica
(Hermanson, G.T, Bioconjugate Techniques, pags. 56-136, pags. 456-493, Academic Press (1996)). Los ejemplos
incluyen: se hace reaccionar el reactivo de Traut con el grupo amino del anticuerpo; se hacen reaccionar los N-
succinimidil S-acetiltioalcanoatos con el grupo amino del anticuerpo seguido por reaccién con hidroxilamina; tras
reaccionar con 3-(piridilditio)propionato, 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 disulfuro en una parte bisagra en el anticuerpo para formar un grupo
sulfhidrilo, pero no se limita a los mismos.

Especificamente, utilizando 0,3 a 3 equivalentes molares de TCEP como un agente reductor por disulfuro en la parte
bisagra en el anticuerpo y hacerlo reaccionar con el anticuerpo en una solucién tampon que contiene un agente
quelante, se puede obtener el anticuerpo con el disulfuro parcial o completamente reducido en la parte bisagra del
anticuerpo. Los ejemplos del agente quelante incluyen acido etilendiamina tetraacético (EDTA) y acido
dietilentriamina pentaacético (DTPA). Este se puede usar a una concentracion de 1 mM a 20 mM. Los ejemplos de
solucion tampoén que se pueden usar incluyen una solucion de fosfato de sodio, borato de sodio, o acetato de sodio.
Especificamente, haciendo reaccionar el anticuerpo con TCEP de 4 °C a 37 °C durante 1 a 4 horas, se puede
obtener el anticuerpo (3a) que tiene parcial o completamente reducido el grupo sulfhidrilo.

Mientras tanto, llevando a cabo la reaccién afiadiendo un grupo sulfhidrilo a un resto de enlazador-farmaco, el resto
de enlazador-farmaco se puede conjugar mediante un enlace tioéter.

Usando 2 a 20 equivalentes molares del compuesto (2) por anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo, se puede
producir el conjugado de farmaco-anticuerpo (1) en el que se conjugan 2 a 8 moléculas de farmaco por anticuerpo.
Especificamente, es suficiente que la solucion que contiene el compuesto (2) disuelto en la anterior se afiada a una
solucion tampdn que contiene el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo para la reaccién. En el presente
documento, los ejemplos de la solucién tampdn que se pueden usar incluyen solucidon de acetato de sodio, fosfato
de sodio, y borato de sodio. El pH de la reaccion es de 5 a 9, y mas preferentemente, la reaccion se lleva a cabo
proxima a pH 7. Los ejemplos del disolvente para disolver el compuesto (2) incluyen un disolvente organico tal como
dimetil sulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), dimetil acetamida (DMA), y N-metil-2-piridona (NMP).
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Es suficiente que la solucion de disolvente organico que contiene el compuesto (2) disuelto en la anterior se afiada a
1 a 20 % v/v a una solucién tampoén 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 10 a 25 °C, y el tiempo de reaccion es de 0,5 a 2
horas. La reaccion se puede terminar desactivando la reactividad del compuesto (2) sin reaccionar con un reactivo
que contiene tiol. Los ejemplos del reactivo que contiene tiol incluyen cisteina y N-acetil-L-cisteina (NAC). Mas
especificamente, 1 a 2 equivalentes molares de NAC se afadieron al compuesto (2) utilizado e, incubando a
temperatura ambiente durante 10 a 30 minutos, la reaccién puede finalizar.

El conjugado de farmaco-anticuerpo producido (1) se puede someter a, tras concentracion, intercambio de tampon,
purificacion, y medicion de la concentracion de anticuerpo y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas
por molécula de anticuerpo de acuerdo con los procedimientos comunes descritos a continuacion, identificacion del
conjugado de farmaco-anticuerpo (1).

Procedimiento general A: Concentracion de solucién acuosa de anticuerpo o conjugado de farmaco-anticuerpo

A un recipiente Amicon Ultra (50.000 MWCO, Millipore Corporation), se afiadié una solucion de anticuerpo o un
conjugado de farmaco-anticuerpo y la solucion del anticuerpo o el conjugado de farmaco-anticuerpo se concentrd
mediante centrifugacion (centrifuga durante 5 a 20 minutos a 2000 G a 3800 G) utilizando una centrifuga (Allegra X-
15R, Beckman Coulter, Inc.). Procedimiento general B: Medicion de la concentracion de anticuerpo

Utilizando un detector UV (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific Inc.), se llevdo a cabo la medicién de la
concentracion del anticuerpo de acuerdo con el método definido por el fabricante. En ese momento, se usé un
coeficiente de absorcion de 280 nm diferente para cada anticuerpo (1,3 mimg'cm™ a 1,8 mimg™'cm™).

Procedimiento general C-1: Intercambio de tampén para el anticuerpo

columna NAP-25 (n.° de cat. 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) utilizando Sephadex G-25 se equilibré
el transportador con tampoén fosfato (10 mM, pH 6.0; se denomina PBS6.0/EDTA en la memoria descriptiva)
conteniendo cloruro de sodio (137 mM) y acido etilendiamina tetraacético (EDTA, 5 mM) de acuerdo con el método
definido por el fabricante. Se aplicé una soluciéon acuosa del anticuerpo en una cantidad de 2,5 ml a una Unica
columna NAP-25, y a continuacion se recogio la fraccion (3,5 ml) eluida con 3,5 ml de PBS6.0/EDTA. La fraccion
resultante se concentré mediante el Procedimiento general A. Tras medir la concentraciéon del anticuerpo utilizando
el Procedimiento general B, se ajusto la concentracion de anticuerpo a 10 mg/ml utilizando PBS6.0/EDTA.

Procedimiento general C-2: Intercambio de tampén para el anticuerpo

columna NAP-25 (n.° de cat. 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) utilizando Sephadex G-25 se equilibré
el transportador con tampon fosfato (50 mM, pH 6.5; se denomina PBS6.5/EDTA en la memoria descriptiva)
conteniendo cloruro de sodio (50 mM) y EDTA (2 mM) de acuerdo con el método definido por el fabricante. Se aplicé
una solucién acuosa del anticuerpo en una cantidad de 2,5 ml a una unica columna NAP-25, y a continuacion se
recogio la fraccion (3,5 ml) eluida con 3,5 ml de PBS6.5/EDTA. La fraccion resultante se concentré mediante el
Procedimiento general A. Tras medir la concentracion del anticuerpo utilizando el Procedimiento general B, se ajusto
la concentracion de anticuerpo a 20 mg/ml utilizando PBS6.5/EDTA.

Procedimiento general D: Purificacion de conjugado de farmaco-anticuerpo

Se equilibré la columna NAP-25 con cualquier tampén seleccionado entre tampén fosfato comercialmente disponible
(PBS7.4, n.° de cat. 10010-023, Invitrogen), tampdn fosfato de sodio (10 mM, pH 6,0; se denomina PBS6.0) que
contiene cloruro de sodio (137 mM), y tampdn acetato que contiene sorbitol (5 %) (10 mM, pH 5,5; se denomina ABS
en la memoria descriptiva). Se aplicé una solucion acuosa de la reaccion del conjugado de farmaco-anticuerpo en
una cantidad de aproximadamente 1,5 ml a la columna NAP-25, y a continuacion se eluyé en una cantidad definida
por el fabricante para recoger la fraccion de anticuerpo. Se aplicé de nuevo la fraccion recogida a la columna NAP-
25y, repitiendo 2 a 3 veces en total el proceso de purificacion mediante filtracion en gel para eluir con tampén, se
obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo excluyendo el enlazador del farmaco no conjugado y un compuesto de
bajo peso molecular clorhidrato de (tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), N-acetil-L-cisteina (NAC), y dimetil sulféxido).
Procedimiento general E: Medicién de la concentracion de anticuerpo en el conjugado de farmaco-anticuerpo y
numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de anticuerpo (1).

Se puede calcular la concentracion de farmaco conjugada en el conjugado de farmaco-anticuerpo midiendo la
absorbancia UV de una solucion acuosa del conjugado de farmaco-anticuerpo a las dos longitudes de onda de
280 nm y 370 nm, seguido por llevar a cabo el calculo que se muestra a continuacion.

Debido a que la absorbancia total a cualquier longitud de onda es igual a la suma de la absorbancia de cada especie
quimica absorbente de luz que esta presente en un sistema (aditividad de la absorbancia), cuando los coeficientes
de absorcion molar del anticuerpo y el farmaco siguen siendo los mismos antes y después de la conjugacion entre el
anticuerpo y el farmaco, la concentracién de anticuerpo y la concentraciéon de farmaco en el conjugado de farmaco-
anticuerpo se expresan con las siguientes ecuaciones.
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A = A + A = & Cp + € C ‘s
280 D, 280 A, 280 D,280%D a,280LA Ecuacién (1)

Asz70 = Ap,370t An,370 = €15,370Cp + €a,370Ca .
Ecuacion (I1)

En lo anterior, Ao representa la absorbancia de una soluciéon acuosa del conjugado de farmaco-anticuerpo a
280 nm, Aaszo representa la absorbancia de una solucién acuosa del conjugado de farmaco-anticuerpo a 370 nm,
An 280 representa la absorbancia de un anticuerpo a 280 nm, Aas7o representa la absorbancia de un anticuerpo a
370 nm, Ap2go representa la absorbancia de un precursor conjugado a 280 nm, Ap 370 representa la absorbancia de
un precursor conjugado a 370 nm, €a 280 representa el coeficiente de absorciéon 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
absorcién molar de un precursor conjugado a 280 nm, €ps7o representa el coeficiente de absorcion molar de un
precursor conjugado a 370 nm, Ca representa la concentracion de anticuerpo en un conjugado de farmaco
anticuerpo, y Cp representa la concentracion de farmaco en un conjugado de farmaco-anticuerpo.

Como para €a280, €a370, €D280, ¥ €p370 €n €l anterior, se utilizaron los valores anteriormente preparados (valor
estimado basado en el calculo o la medicion del valor obtenido mediante medicién UV del compuesto. Por ejemplo,
se puede estimar €a 280 a partir de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo utilizando un método 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 = concentracién molar x coeficiente de absorcién x longitud de la
trayectoria celular) midiendo la absorbancia de una solucion en la que el precursor conjugado que se va a usar se
disuelve a una determinada concentracién molar. Midiendo Azg y de una solucion acuosa del conjugado de farmaco-
anticuerpo y resolviendo las ecuaciones (I) y (Il) simultaneas usando los valores, se pueden obtener Ca y Cp.
Ademas, dividiendo Cp por Ca, se puede obtener la cantidad promedio de farmaco conjugado por anticuerpo.

Procedimiento general F: Medicion del niumero promedio de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de
anticuerpo en un conjugado de farmaco-anticuerpo - (2).

Se puede determinar también el numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de anticuerpo
en el conjugado de farmaco-anticuerpo mediante el analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
utilizando un método descrito a continuacion, ademas del Procedimiento general E anteriormente mencionado.

[F-1. Preparacion de una muestra para el analisis de HPLC (reduccion del conjugado de farmaco-anticuerpo)]

Una solucion de conjugado de farmaco-anticuerpo (aproximadamente 1 mg/ml, 60 pl) se mezclé con una solucion
acuosa de ditiotreitol (DTT) (100 mM, 15 pl). La mezcla se incub6 a 37 °C durante 30 minutos para escindir el enlace
disulfuro entre la cadena L y la cadena H del conjugado de farmaco-anticuerpo. La muestra resultante se usé en el
andlisis de HPLC.

[F-2. analisis de HPLC]
Se llevo a cabo el analisis de HPLC en las siguientes condiciones de medicion:

Sistema HPLC: Sistema HPLC Agilent 1290 (Agilent Technologies, Inc.)

Detector: Espectrometro de absorcion UV (medicion de la longitud de onda: 280 nm)

Columna: PLRP-S (2,1 x 50 mm, 8 um, 1000 angstroms; Agilent Technologies, Inc., P/N PL1912-1802)
Temperatura de la columna: 80 °C

Fase movil A: solucion acuosa de acido trifluoroacético al 0,04 % (TFA)

Fase movil B: solucion de acetonitrilo que contiene TFA al 0,04 %

Programa de gradiente: 29 %-36 % (0 min-12,5 min), 36 %-42 % (12,5-15 min), 42 %-29 % (15 min-15,1 min),
29 %-29 % (15,1 min-25 min)

Volumen de inyeccién de la muestra: 15 pl
[F-3. Analisis de datos]

[F-3-1 ] en comparacion con una cadena L (Lo) y una cadena H (Hg) de un anticuerpo no conjugado, una cadena
L conjugada a farmaco (cadena L conectada a una molécula de farmaco: L1) y cadenas H (cadena H unida a una
molécula de farmaco: H4, cadena H unida a dos moléculas de farmaco: H,, cadena H unida a tres moléculas de
farmaco: Hs) presenta mayor hidrofobicidad en proporcion al nimero de moléculas de farmaco conjugadas y
tiene por tanto un tiempo de retencién mayor. Estas cadenas se eluyeron por tanto en el orden de Lo y L1 0 Ho,
Hi1, Hz, y Hs. se puede asignar la deteccion de picos a cualquiera de Lo, L1, Ho, H1, Hz, y H3 comparando los
tiempos de retencion con Lo y Ho.

[F-3-2] Debido a que el enlazador del farmaco tiene absorcion UV, los valores del area de los picos se corrigieron
en respuesta al niumero de enlazador-farmaco conjugadas de acuerdo con la siguiente expresion usando los
coeficientes de absorcion molar de la cadena L, la cadena H, y el enlazador del farmaco.
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[Expresion 1]

Valor corregido del area del pico de la cadena L (Li)
= Area del pico

Coeficiente de extincién molar de la cadena L

X
Coeficiente de extincién molar de la cadena L + El nimero de moléculas de farmaco conjugadas x Coeficiente de extincién molar del enlazador del firmaco
[Expresion 2]

Valor corregido del area del pico de la cadena H (Hi)
= Area del pico

Coeficiente de extincién molar de la cadena H x

X
Coeficiente de extincién molar de la cadena H + El nuimero de moléculas de farmaco conjugadas x el coeficiente de extincion molar del enlazador del firmaco

Aqui, como para el coeficiente de extincion molar (280 nm) de la cadena L o la cadena H de cada anticuerpo, se
puede usar un valor estimado de la secuencia de aminoacidos de la cadena L o la cadena H de cada anticuerpo
mediante un método de calculo conocido (Protein Science, 1995, vol. 4, 2411-2423). En el caso de hTINA, se
utilizaron un coeficiente de extincion molar de 34690 y un coeficiente de extincion molar de 95000 como valores
estimados para la cadena L y la cadena H, respectivamente, de acuerdo con su secuencia de aminoacidos. Como
para el coeficiente de extincion molar (280 nm) del enlazador del farmaco, se usé el coeficiente de extincion molar
medido (280 nm) de un compuesto en el que el grupo maleimida se convirti6 en succinimida tioéter mediante la
reaccion de cada enlazador de farmaco con mercaptoetanol o N-acetilcisteina.

[F-3-3] Se calculd la relacién del area del pico (%) de cada cadena para el total de los valores corregidos de las
areas de los picos de acuerdo con la siguiente expresion.

[Expresion 3]

.z . . ALi
Relacién del area del pico de la cadena L = —%— x 100
ApotArLy

Ani
ApotAp1+ApatAys

Relacion del area del pico de la cadena H = x 100

Ay, Ani: Valores corregidos de las areas de los picos respectivas de L;y H;

[F-3-4] Se calculd el numero promedio de las moléculas de farmaco conjugadas por molécula de anticuerpo en el
conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con la siguiente expresion.

Numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas = (relacion del area del pico Lo x O + relacion del area del
pico Lo x 1 + relacion del area del pico Ho x 0 + relacion del area del pico Hy x 1 + relacién del area del pico Ha x 2 +
relacion del area del pico Hz x 3) / 100 x 2

El compuesto representado por la férmula (2) en el Método de producciéon 1 es un compuesto representado por la
siguiente formula:

(maleimid-N-il)-(CH2)n*-C(=0)-L%L°-NH-(CH,)n"-L-(CH2)n?-C(=0)-(NH-DX)

En la férmula,

n® representa un entero de 2 a 8,

L2 representa -NH-(CH2CH2-0)n*-CH,CH,-C(=0)- o un enlace sencillo,

en la que n? representa un entero de 1 a 6,

L” representas un resto de tetrapéptido de -GGFG-

n' representa un entero de 0 a 6,

n? representa un enterode 0 a 5,

L? representa -O- o un enlace sencillo,

(maleimid-N-il)- es un grupo maleimidilo (grupo 2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-ilo) representado por la siguiente
férmula:

[Férmula 20]

O

—N 1
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en la que el atomo de nitrégeno es la posicion de union, -(NH-DX) es un grupo representado por la siguiente formula:

[Férmula 21]

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

Cuando L? es un enlace simple o -NH-(CH2CH,-O)n*-CH2CH,-C(=0)-, se prefiere un compuesto en el que n* es un
entero de 2 a 4 como un intermedio de produccion.

Ademas, como para el -NH-(CHz)I’I1-La-(CH2)I’I2-, un compuesto que tiene -NH-CH2CHaz-,-NH-CH,CH,CH,-, -NH-
CH2CH2CH2CH2-, -NH-CH2CH2CH2CH2CH2-, -NH-CH,-O-CH,-, 0o-NH-CH,CH>-O-CH2- es preferido como un
intermedio de producciéon. un compuesto que tiene -NH-CH,CH,CH>-, -NH-CH»-O-CH>-, o -NH-CH,CH»-O-CH; es
mas preferido.

Ademas, en el compuesto representado por Ia férmula (2), un compuesto en el que n®es un entero de 2 a 5, L® es
un enlace simple, y -NH-(CHy)n'-L?-(CH2)n* es -NH-CHyCHa-,-NH-CH2CH,CHy-, -NH-CHoCH,CH2CH,-, -NH-
CH2CH2CH2CH2CHa2-, -NH-CH,-O- CH2— 0 -NH- CHZCHZ-O CHa- es preferido como un intermedio de produccion. un
compuesto en el que -NH-(CH2)n'-L?<(CHy)n* es -NH-CH,CHy-, -NH- CHZCHZCHZ- -NH-CH2-O-CHz-, o -NH-
CH2CH2-O-CH3- es mas preferido. Se prefiere ademas un compuesto en el que n® es un entero de 2 0 5.

Ademas, en el compuesto representado por la férmula (2), un compuesto en el que n® es un enterode 2a5, L?es -
NH-(CH>CH2-0)n*-CH,CH»-C(=0)-, n* es un entero de 2 a 4, y -NH-(CH2)n'-L?(CH,)n* es -NH-CH,CHy-, -NH-
CHzCHzCHz- -NH- CHzCHzCHzCHz- -NH- CHzCHzCHzCHzCHz- -NH- CHz-O CHz- O -NH- CHzCHz-O CHz- es
preferido como un intermedio de producaon Es mas preferido un compuesto en el que n* es un entero de 2 0 4. Un
compuesto en el que -NH-(CHa)n'-L%(CH2)n? es -NH-CH2CH2CHs-, -NH-CHo-O-CHy-, 0 -NH-CH,CH,-O-CHo- es
ademas preferido.

Como tales intermedios preferidos utiles en la produccién del compuesto de la presente invencién, se pueden ilustrar
los siguientes.

(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2.CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH;CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH;CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH,CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH>CH,>CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH;CH,CH_-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,>CH>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHCH>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2.CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,;CH>CH;CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH,>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH>CH,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-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2,CH>CH,CH,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)-CH2.CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2,CH,;CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH»-O-CH2CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-
DX),
(ma|eimid-N-i|)-CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CH2-0-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CHzCHzCHz-
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C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH2CH,-O-CH,CH;-O-CH2CH,-O-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-
CH2CH2CH,-C(=0)-(NH-DX).

El conjugado de farmaco anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion se puede producir haciendo reaccionar un
compuesto de enlazador farmaco seleccionado entre el grupo anteriormente descrito de los compuestos intermedios
de produccion con un anticuerpo anti-TROP2 o uno de sus derivados reactivos y formar un enlace tioéter en un sitio
de enlace a disulfuro presente en una parte bisagra del anticuerpo anti-TROP2. En este caso, se usa
preferentemente un derivado reactivo del compuesto anti-TROP2. Particularmente, se prefiere un derivado reactivo
obtenido reduciendo el anticuerpo anti-TROP2.

Los siguientes son compuestos mas preferidos como intermedios de produccion.
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH,CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH>CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH>CH,CH_-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2,CH;CH,CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2,CH>CH,CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH»-O-CH2CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH2CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH2CH,-O-CH>CH;-O-CH2CH,-O-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX).

Entre el grupo anteriormente descrito de compuestos intermedios, un compuesto representado por la siguiente
férmula:

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

(maleimid-N-il}-CH,CH2CH,CH2CH,-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),

es un compuesto mas preferido.

A fin de asegurar la cantidad del conjugado, se puede mezclar una pluralidad de conjugados obtenidos en
condiciones de producciéon similares para tener un niumero equivalente de farmacos (por ejemplo, aproximadamente
+ 1) para preparar nuevos lotes. En este caso, Las cantidades promedio de farmacos se encuentra entre las
cantidades promedio de los farmacos en los conjugados antes de la mezcla.

2. Método de produccion 2

Se puede producir el compuesto representado por la férmula (2) como un intermedio utilizado en el método de
produccién anterior y una de sus sales farmacolégicamente aceptables mediante el siguiente método, por ejemplo.

[Férmula 22]
NH,-DX

4

3 § P1-NH-(CH,)N'-L~(C H,jr2-C(=0)-OH

1 5

Y

P1-NH-{CH,)n'-L>{CH,)n-C (=0}-NH-BX) NH,~(CH)n"-Le-(CH)n-C (=0)-0P?
[ 12

PZ.LP-OH
8

P2-LP-NH-(CH,)-L3-{CH,)-C (=0)-OP*

P2LP.OH 13
8 NH,-DX i

P , :
P2LPNH-(GH N L (CH - C=ONH-DX) < PHLP-NHHCH,IN-L*{CH,)r?-C(=0)-OH l

NHAGH N -LA{GH)IP-C(=0)-{(NH-D X}
7

9 14 ;
H-LP-NH-{CH,)N'-L2-{CHIn2-C{=0)-0P3
15
LT-L2-0H
H-LP-NH-(C H)n-Lo-{CHy)r2-C{=0)-(NH-DX) 1
vzon 1O LI L2 LP NH{C Hon'L=(C H,)r-C(=0)-0P3

11 NH,-DX / 18
4

LY L2 P-NH-{CH N -LA~(C Hy)2-C (=0)-(NH-DX) LY-L2-LP-NH-{(CH)n'-L3-(CHA)M-C(=0)-OH
2 17
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En la formula, L" representa un grupo maleimidilo, y P!, P? y =X representan cada uno un grupo protector.

El compuesto (6) puede producirse derivatizando el acido carboxilico (5) en un éster activo, mezclado con anhidrido
de acido, haluro de acido, o similares y haciendo reaccionar este con NHx-DX (4) o una de sus sales
farmacologicamente aceptables en presencia de una base. NH2-DX (4) representa 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).

Se pueden emplear para la reaccién reactivos de reaccion y condiciones que se usan cominmente para la sintesis
de péptidos. Existen diversos tipos de ésteres activos. Por ejemplo, se pueden producir haciendo reaccionar fenoles
tales como p-nitrofenol, N-hidroxi benzotriazol, N-hidroxi succinimida, o similares, con el acido carboxilico (5)
utilizando un agente de condensacion tal como clorhidrato de N,N'-diciclohexilcarbodiimida o 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida. Ademas, puede producirse también el éster activo mediante reaccion del acido
carboxilico (5) con trifluoroacetato de pentafluorofenilo o similar; una reaccion del acido carboxilico (5) con
hexafluorofosfito de 1-benzotriazolil oxitripirrolidinofosfonio; una reaccién del acido carboxilico (5) con cianofosfonato
de dietilo (método de salado); una reaccién del acido carboxilico (5) con ftrifenilfosfina y disulfuro de 2,2'-dipiridilo
(método 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 se puede llevar a cabo
mediante, por ejemplo, un método de haluro de acido por el cual el acido carboxilico (5) se trata con haluro acido tal
como cloruro de tionilo y cloruro de oxalilo en presencia de una base.

Haciendo reaccionar el éster activo, mezclado con anhidrido de acido, o haluro de acido del acido carboxilico (5)
obtenido como anteriormente con el compuesto (4) en presencia de una base adecuada en un disolvente inerte a
una temperatura de reaccién de -78 °C a 150 °C, se puede producir el compuesto (6). Mientras tanto, "disolvente
inerte" indica un disolvente que no inhibe una reaccion diana para la cual se usa el disolvente.

Los ejemplos especificos de la base utilizada para cada etapa descrita anteriormente pueden incluir carbonato,
alcéxido, hidroxido, o hidruro de un metal alcalino o un metal alcalinotérreo incluyendo carbonato de sodio,
carbonato de potasio, etéxido de sodio, butdxido de potasio, hidroxido sédico, hidroxido potasico, hidruro sédico, e
hidruro potasico, una base organometalica representada por un alquil litio que incluye n-butil litio, dialquilamino litio
incluyendo litio diisopropilamida; una base organometalica de bissililamina que incluye litio bis(trimetilsilil)amida; y
una base organica que incluye una amina terciaria o un compuesto heterociclico que contiene nitrégeno tal como
piridina, 2,6-lutidina, colidina, 4-dimetilaminopiridina, ftrietlamina, N-metilmorfolina, diisopropiletilamina, vy
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-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 éter tal como
tetrahidrofurano, 1,2-dimetoxietano, y dioxano; un disolvente de un hidrocarburo aromatico, tal como benceno y
tolueno; y un disolvente amida tal como N,N-dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida, y N-metilpirrolidin-2-ona.
Ademas de ellos, se pueden usar un disolvente de sulféxido tal como dimetil sulfoxido y sulfolano; un disolvente de
cetona tal como acetona y metil etil cetona; y un disolvente alcohdlico tal como metanol y etanol en algin caso.
Ademas, estos disolventes se pueden mezclar para su uso.

Como para el grupo protector =X para el grupo del extremo amino del compuesto (6), un grupo protector para un
grupo amino que se usa generalmente para la sintesis peptidica, se pueden usar, por ejemplo, un grupo terc-butiloxi
carbonilo, un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo, y un grupo benciloxi carbonilo. Los ejemplos de otros grupos
protectores para un grupo amino pueden incluir un grupo alcanoilo tal como un grupo acetilo; un grupo
alcoxicarbonilo tal como un grupo metoxicarbonilo y un grupo etoxicarbonilo; un grupo arilmetoxi carbonilo tal como
un grupo parametoxibenciloxi carbonilo, y un grupo para (u orto)nitrobenciloxi carbonilo; un grupo arilmetilo tal como
un grupo bencilo y un grupo trifenil metilo; un grupo aroilo tal como un grupo benzoilo; y un grupo aril sulfonilo tal
como un grupo 2,4-dinitrobenceno sulfonilo y un grupo ortonitrobenceno sulfonilo. EI grupo protector P' se puede
seleccionar dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un compuesto que tiene un grupo amino que se va a
proteger.

Desprotegiendo el grupo protector =X para el grupo del extremo amino del compuesto (6) obtenido, se puede
producir el compuesto (7). Para esta desproteccion, se pueden seleccionar los reactivos y condiciones dependiendo
del grupo protector.

El compuesto (9) puede producirse derivatizando el acido carboxilico peptidico (8) que tiene el extremo N protegido
con P? en un éster activo, mezclado con un anhidrido de acido y haciendo reaccionar este con el compuesto (7)
obtenido. Las condiciones de reaccion, reactivos, bases, y disolventes inertes utilizados para formar un enlace
peptidico entre el acido carboxilico peptidico (8) y el compuesto (7) se pueden seleccionar de forma adecuada y
utilizarse a partir de aquellos descritos para la sintesis del compuesto (6). El grupo protector P? se puede seleccionar
de forma adecuada y utilizarse a partir de aquellos descritos para el grupo protector del compuesto (6), y la seleccién
se puede realizar basandose en, por ejemplo, las propiedades del compuesto que tiene un grupo amino que se va a
proteger. Como se usa generalmente para la sintesis peptidica, repitiendo secuencialmente la reaccién y la
desproteccion del aminoacido o péptido que constituye el acido carboxilico peptidico (8) para el alargamiento, se
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puede producir también el compuesto (9).

Desprotegiendo el grupo protector p? para el extremo amino del compuesto (9) obtenido, se puede producir el
compuesto (10). Para esta desproteccion, se pueden seleccionar los reactivos y condiciones dependiendo del grupo
protector.

Es posible producir el compuesto (2) derivatizando el acido carboxilico (11) en un éster activo, mezclado con
anhidrido de acido, haluro de acido, o similares y haciendo reaccionar este con el compuesto (10) obtenido. Las
condiciones de reaccion, reactivos, bases, y disolventes inertes utilizados para formar un enlace peptidico entre el
acido carboxilico peptidico (11) y el compuesto (10) se pueden seleccionar de forma adecuada y utilizarse a partir de
aquellos descritos para la sintesis del compuesto (6).

Se puede producir también el compuesto (9) mediante el siguiente método, por ejemplo.

El compuesto (13) puede producirse derivatizando el acido carboxilico peptidico (8) que tiene el extremo N protegido
con P? en un éster activo, anhidrido de acido mezclado, o similares y haciendo reacmonar este en presencia de una
base con el compuesto de amina (12) que tiene el grupo carboxi protegido con P%. Las condiciones de reaccion,
reactivos, bases, y disolventes inertes utilizados para formar un enlace peptidico entre el acido carboxilico peptidico
(8) y el compuesto (12) se pueden seleccionar de forma adecuada y utilizarse a partir de aquellos descritos para la
sintesis del compuesto (6).

El grupo protector p? para el grupo amino del compuesto (13) puede protegerse con un grupo protector que se usa
comunmente.

Especificamente, los ejemplos del grupo protector para un grupo hidroxilo incluyen un grupo alcoximetilo tal como un
grupo metoximetilo; un grupo arilmetilo tal como un grupo bencilo, un grupo 4-metoxibencilo, y un grupo trifenilmetilo;
un grupo alcanoilo tal como un grupo acetilo; un grupo aroilo tal como un grupo benzoilo; y un grupo sililo tal como
un grupo ferc-butil difenilsililo. Se puede proteger un grupo carboxi, por ejemplo, como un éster con un grupo alquilo
tal como un grupo metilo, grupo etilo, y un grupo terc-butilo, un grupo alilo, o un grupo arilmetilo tal como un grupo
bencilo. Los ejemplos del grupo protector para el grupo amino incluyen, por ejemplo, un grupo alquiloxi carbonilo tal
como un grupo terc-butiloxi carbonilo, un grupo metoxicarbonilo, y un grupo etoxicarbonilo; un grupo aliloxicarbonilo,
o un grupo arilmetoxi carbonilo tal como un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo, un grupo benciloxi carbonilo, un grupo
parametoxibenciloxi carbonilo y un grupo para (u orto)nitrobenciloxi carbonilo; un grupo alcanoilo tal como un grupo
acetilo; un grupo arilmetilo tal como un grupo bencilo y un grupo trifenil metilo; un grupo aroilo tal como un grupo
benzoilo; y un grupo aril sulfonilo tal como un grupo 2,4-dinitrobenceno sulfonilo o un grupo ortonitrobenceno
sulfonilo.

Como para el grupo protector =X para un grupo carboxi, un grupo protector comunmente utilizado como un grupo
protector para un grupo carboxi en quimica sintética organica, en particular, se puede usar la sintesis peptidica. Los
ejemplos especificos incluyen ésteres con un grupo alquilo tal como un grupo metilo, un grupo etilo, o un terc-butilo,
ésteres de alilo, y ésteres de bencilo, y el grupo protector puede seleccionarse de forma adecuada a partir de los
grupos protectores anteriormente descritos. En tal caso, se prefiere que el grupo protector para un grupo amino y el
grupo protector para un grupo carboxi puedan ser aquellos que se retiran preferentemente mediante un metodo
diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye una combinacién en la que P? es
un grupo terc-butiloxi carbonilo y P3es un grupo bencilo. Los grupos protectores pueden seleccionarse a partir de los
anteriormente mencionados 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 eliminacion de los grupos protectores, se pueden seleccionar
los reactivos y condiciones dependiendo del grupo protector.

Desprotegiendo el grupo protector =X para el grupo carboxi del compuesto (13) obtenido, se puede producir el
compuesto (14). Para esta desproteccion, se seleccionan los reactivos y condiciones dependiendo del grupo
protector.

El compuesto (9) puede producirse derivatizando el compuesto (14) obtenido en un éster activo, mezclado con
anhidrido de acido, haluro de acido, o similares y haciendo reaccionar este con el compuesto (4) en presencia de
una base. Para la reaccidon, Se pueden usar también los reactivos y condiciones de reaccidon que se usan
generalmente para la sintesis de péptidos, y se pueden seleccionar adecuadamente las condiciones de reaccion,
reactivos, bases, y disolventes inertes utilizados para la reaccion a partir de aquellos descritos para la sintesis del
compuesto (6).

Se puede producir también el compuesto (2) mediante el siguiente método, por ejemplo.

Desprotegiendo el grupo protector p? para el grupo amino del compuesto (13), se puede producir el compuesto (15).
Para esta desproteccion, se pueden seleccionar los reactivos y condiciones dependiendo del grupo protector.

El compuesto (16) puede producirse derivatizando el derivado de acido carboxilico (11) en un éster activo, mezclado
con anhidrido de acido, haluro de acido, o similares y haciendo reaccionar este con el compuesto (15) obtenido en
presencia de una base. Las condiciones de reaccion, reactivos, bases, y disolventes inertes utilizados para formar un
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enlace peptidico entre el acido carboxilico peptidico (11) y el compuesto (15) se pueden seleccionar de forma
adecuada y utilizarse a partir de aquellos descritos para la sintesis del compuesto (6).

Desprotegiendo el grupo protector para el grupo carboxi del compuesto (16) obtenido, se puede producir el
compuesto (17). Esta desproteccion se puede llevar a cabo de forma similar a la desproteccion en el grupo carboxi
para producir el compuesto (14).

El compuesto (2) puede producirse derivatizando el compuesto (17) en un éster activo, mezclado con anhidrido de
acido, haluro de acido, o similares y haciendo reaccionar este con el compuesto (4) en presencia de una base. Para
la reaccion, se pueden usar también reactivos y condiciones de reaccion que se usan generalmente para la sintesis
de péptidos, y se pueden seleccionar adecuadamente las condiciones de reaccion, reactivos, bases, y disolventes
inertes utilizados para la reaccién a partir de aquellos descritos para la sintesis del compuesto (6).

3. Método de produccion 3

Se puede producir también el compuesto representado por la féormula (2) de un intermedio mediante el siguiente
método.

[Férmula 23]

H-LP-OP*4
18

L"-L2-OH
11

LT-L2-LP-OP*
19

L1-L2-LP-OH
20

NH,~(CH,)n"-L3-(CH,)n?-C (=O)~(NH-DX)
7

L'-L2-LP-NH-(CH,)n"-La~(CH,)n2-C(=0)-(NH-DX)
2

En la formula, L" corresponde a L' que tiene una estructura en la que el extremo se convierte en un grupo
maleimidilo, y p* representa un grupo protector.

El compuesto (19) puede producirse derivatizando el compuesto (11) en un éster activo, mezclado con anhidrido de
acido, o similares y haciendo reaccionar este en presencia de una base con el acido carboxilico peptidico (18) que
tiene el extremo C protegido con P* Las condiciones de reaccion, reactivos, bases, y disolventes inertes utilizados
para formar un enlace peptidico entre el acido carboxilico peptidico (18) y el compuesto (11) se pueden seleccionar
de forma adecuada y utilizarse a partir de aquellos descritos para la sintesis del compuesto (6). El grupo protector =
para el grupo carboxi del compuestos (18) se puede seleccionar adecuadamente a partir del grupo protector descrito
anteriormente.

Desprotegiendo el grupo protector para el grupo carboxi del compuesto (19) obtenido, se puede producir el
compuesto (20). Esta desproteccion se puede llevar a cabo de forma similar a la desproteccion en el grupo carboxi
para producir el compuesto (14).

El compuesto (2) puede producirse derivatizando el compuesto (20) obtenido en un éster activo, mezclado con un
anhidrido de acido y haciendo reaccionar este con el compuesto (7). Para la reaccion, se pueden usar también
reactivos y condiciones de reaccion que se usan generalmente para la sintesis de péptidos, y se pueden seleccionar
adecuadamente las condiciones de reaccion, reactivos, bases, y disolventes inertes utilizados para la reaccion a
partir de aquellos descritos para la sintesis del compuesto (6).

4. Método de produccién 4
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A contmuamon en el presente documento, se describe en detalle el método para producir el compuesto (10b) que
tiene n' = 1, L = O en el intermedio de produccion (10) descrito en el Método de produccion 2. El compuesto
representado por la férmula (10b), una de sus sales o solvatos se puede producir de acuerdo con el siguiente
método, por ejemplo.

[Férmula 24]
HO-CH,-C{=0)-OP®
PSX-NH-CH,-O-L 22 P&-X-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-0P? PS-X-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-OH
23 24
21

H,N-DX P7.Y-OH

4 P&-X-NH-CH,-0-CH,-C(=C)-(NH-DX) H-X-NH-CH,-O-CH,-C{=0)-(NH-DX} 27
—— 25 _ 26 -

P7-LP-NH-CH,-0-CH,-C{=C}-(NH-DX) 5 H-LP-NH-CH,-O-CH,C(=0)}-(NH-DX)
9b 10b

En la férmula, L” es como se ha definido anteriormente, L representa un grupo acilo que es un grupo alcanoilo tal
como un grupo acetilo o un grupo aloilo tal como un grupo benzoilo, un atomo de hidrégeno, o similares, X e Y
representan cada uno un ollgopeptldo que consiste en 1 a 3 aminoacidos, p° y P’ representan cada uno un grupo
protector para un grupo amino, y P° representa un grupo protector para un grupo carboxi.

Se puede producir un compuesto representado por la formula (21) utilizando o aplicando el método descrito en la
patente japonesa abierta a consulta n.°. 2002-60351 o en la referencia (J. Org. Chem., Vol. 51, paginas 3196, 1986),
y, llevando a cabo la eliminacion de los grupos protectores o la modificacién de los grupos funcionales, si es
necesario. Como alternativa, se puede obtener también tratando un aminoacido con un grupo protegido en el
extremo amino o una amida acida de un oligopéptido con un grupo amino protegido con un aldehido o cetona.

Haciendo reaccionar (21) con el compuesto (22) que tiene un grupo hidroxilo a una temperatura que varia desde las
condiciones de temperatura por debajo de la temperatura de enfriamiento a la temperatura ambiente en un
disolvente inerte en presencia de un acido o una base, se puede producir el compuesto (23).

Los ejemplos del acido que se puede usar aqui pueden incluir acido inorganico tal como acido fluorhidrico, cloruro de
hidrégeno, acido sulfdrico, acido nitrico, acido fosférico y acido bérico; un acido organico tal como acido acético,
acido citrico, acido paratoluenosulfénico, y acido metanosulfénico; y un acido de Lewis tal como tetrafluoroborato,
cloruro de zinc, cloruro de estafio, cloruro de aluminio, y cloruro de hierro. Entre ellos, son preferibles los acidos
sulfénicos, particularmente, acido paratolueno sulfénico. Como para la base, se puede seleccionar de forma
adecuada y utilizarse una cualquiera de las bases anteriormente mencionadas. Sus ejemplos preferidos incluyen un
alcoxido de metal alcalino tal como terc-butodxido de potasio; un hidréxido de metal alcalino tal como hidréxido sédico
e hidroxido potasico; un hidruro de metal alcalino tal como hidruro sédico e hidruro potasico; una base
organometalica representada por dialquilamino litio tal como litio diisopropilamida; y una base organometalica de
bissililamina que incluye litio bis(trimetilsilillamida. 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 un hidrocarburo aromatico,
tal como benceno y tolueno. Aquellos disolventes se pueden preparar como una mezcla con agua. Ademas, el grupo
protector para un grupo amino, como se ilustra por P° no esta particularmente limitado si es un grupo cominmente
utilizado para la proteccion de un grupo amino. Los ejemplos representativos incluyen los grupos protectores para un
grupo amino que se describen en el Método de produccién 2. Sin embargo, En la presente reaccion, puede existir un
caso en el que se elimine por escision el grupo protector para un grupo amino, como se ilustra por P°. En tal caso, es
necesario llevar a cabo una reaccién con un reactivo adecuado para proteger un grupo amino como puede
requerirse para introducir el grupo protector de nuevo.

Se puede producir el compuesto (24) eliminando el grupo protector P° del compuesto (23). En el presente
documento, los ejemplos representativos del grupo protector para un grupo carboxi, como se ilustra por P° se
describen en un Método de produccién 2, y se puede seleccionar uno adecuado a partir de Ios mismos. En el
compuesto (23), es deseable que el grupo protector p° para un grupo amino y el grupo protector = para un grupo
carboxi sean los grupos protectores que se puedan eliminar mediante un método dlferente 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 se pueden seleccionar 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
eliminacion de los grupos protectores, se seleccionan los reactivos y condiciones dependiendo del grupo protector.

El compuesto (26) puede producirse derivatizando el acido carboxilico (24) en un éster activo, mezclado con
anhidrido de acido, haluro de acido, o similares y haciendo reaccionar este con el compuesto (4) o una de sus sales
farmacologicamente aceptables para producir el compuesto (25) seguido por la eliminacion del grupo protector p°
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del compuesto (25) obtenido. Para la reaccion entre el compuesto (4) y el acido carboxilico (24) y la reaccion para
eliminar el grupo protector PS, se pueden usar los mismos reactivos y condiciones de reaccion que los descritos para
el Método de produccién 2.

Se puede producir el compuesto (10b) haciendo reaccionar el compuesto (26) con un aminoacido que tiene el grupo
del extremo N protegido o el oligopéptido (27) que tiene el grupo amino protegido para producir el compuesto (9b) y
eliminar el grupo protector P’ del compuesto (9b) obtenido. El grupo protector para un grupo amino, como se
representa por P’ no esta particularmente limitado si es un grupo generalmente utilizado para la proteccion de un
grupo amino. Sus ejemplos representativos incluyen los grupos protectores para un grupo amino que se describen
en el Método de produccion 2. Para eliminar el grupo protector, se seleccionan los reactivos y condiciones
dependiendo del grupo protector. Para la reaccién entre el compuesto (26) y el compuesto (27), se pueden emplear
los reactivos y condiciones de reaccion que se usan comunmente para la sintesis de péptidos. EI compuesto (10b)
producido por el método anteriormente mencionado se puede derivatizar en el compuesto (1) de la presente
invencion de acuerdo con el método descrito anteriormente.

El conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion, cuando se deja al aire o se recristaliza,
por ejemplo, para la purificacion, puede absorber humedad para tener adsorcion del agua o a la vez en un hidrato, y
dicho compuesto y sal que contienen agua se incluyen también en la presente invencion.

Se incluye también un compuesto marcado con diversos isétopos radioactivos o no radioactivos en la presente
invencion. Uno o mas atomos que constituyen el conjugado de farmaco anticuerpo de la presente invencion pueden
contener un isétopo atdbmico en una relacién no natural. Los ejemplos de los isétopos atomicos incluyen deuterio
(®H), tritio (*H), yodo-125 ("®1) y carbono-14 (**C). Ademas, el com?uesto de la presente invencion puede marcarse
de forma radioactiva con un isétopo radioactivo tal como tritio (*H), 1yodo-‘l25 (**®1), carbono-14 (™*C), cobre-64
(®*Cu), circonio-89 (¥zr), yodo-124 ('*), fitor-18 ('°F), indio-111 ('™), carbono-11 (''C) y yodo-131 ("*'I). El
compuesto marcado con un is6topo radioactivo es Util como un agente terapéutico o profilactico, un reactivo para la
investigacion tal como un reactivo de ensayo y un agente para el diagndstico tal como un agente de diagndstico por
imagenes in vivo. Sin estar relacionado con la radioactividad, cualquier tipo variante de is6topo del conjugado de
farmaco anticuerpo de la presente invencion esta comprendido en el alcance de la presente invencion.

[Farmacos]

el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion presenta una actividad citotoxica contra
células cancerosas, y por tanto, se puede usar como un farmaco, particularmente como un agente terapéutico y/o un
agente profilactico para el cancer.

Es decir, el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion se puede usar selectivamente
como un farmaco para la quimioterapia, que es un método principal para tratar el cancer, y como resultado, puede
retrasar el desarrollo de las células cancerosas, inhibir su crecimiento, y destruir ademas sus células cancerosas.
Esto puede permitir a los pacientes con cancer estar libres de los sintomas producidos por el cancer conseguir la
mejora de la QOL de los pacientes con cancer y logra un efecto terapéutico manteniendo las vidas de los pacientes
con cancer. incluso si el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion no lleva a cabo la
destruccion de las células cancerosas, puede conseguir una QOL mayor de los pacientes con cancer consiguiendo a
la vez su supervivencia a largo plazo, inhibiendo o controlando el crecimiento de las células cancerosas.

En dicho tratamiento farmacoldgico, se puede usar un farmaco solo asi como un farmaco en combinacién con un
tratamiento adicional en una terapia auxiliar y se puede combinar con una operacion quirdrgica, radioterapia,
tratamiento hormonal, o similar. Ademas, se puede usar también como farmaco para un tratamiento farmacolégico
en una terapia neoadyuvante.

Ademas del uso terapéutico como se ha descrito anteriormente, un efecto de suprimir el crecimiento de células
cancerosas metastasicas diminutas y destruirlas adicionalmente mediante la unién a estas células cancerosas puede
esperarse también en virtud de la propiedad de union del anticuerpo con el antigeno. Particularmente, cuando se
confirma la expresion TROP2 se confirma en células primarias cancerosas, se puede esperar la inhibiciéon de la
metastasis cancerosa o un efecto profilactico administrando el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la
presente invencion. Por ejemplo, un efecto de inhibir y destruir células cancerosas en un fluido corporal en el curso
de la metastasis o un efecto de, por ejemplo, se puede esperar inhibir y destruir células cancerosas diminutas
inmediatamente después del implante en cualquier tejido. Ademas, se puede esperar la inhibicién de la metastasis
del cancer o un efecto profilactico, particularmente, tras la eliminacién quirdrgica del cancer. En consecuencia, se
puede esperar un efecto de inhibicién de la metastasis cancerosa.

El conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion puede esperarse que ejerza un efecto
terapéutico mediante la administracion como una terapia sistémica a pacientes, y adicionalmente, mediante la
administracion local a tejidos cancerosos.

Los ejemplos del tipo de cancer contra el cual puede utilizarse el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2
incluyen el cancer de pulmén, cancer de rifidn, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de préstata, glioblastoma
multiforme, cancer de ovarios, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de higado, cancer de
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vejiga, cancer gastrico, cancer de cuello de utero, cancer de cabeza y cuello, o cancer de eséfago, sin embargo, no
se limita a ellos siempre que se una célula cancerosa que lo exprese, en una célula cancerosa como parte del
tratamiento, una proteina que el anticuerpo en el conjugado de farmaco-anticuerpo pueda reconocer.

El conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion se puede administrar preferentemente a
un mamifero, pero se administra mas preferentemente a un ser humano.

Las sustancias utilizadas en una composicion farmacéutica que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-
TROP2 de la presente invencion se puede seleccionar de forma adecuada y aplicarse a partir de los aditivos e
formulacioén o similares que se usan generalmente en la técnica, a la vista de la concentracién de la dosificacion o la
administracion.

El conjugado de farmaco anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion se puede administrar como una
composicion farmacéutica que contiene al menos un ingrediente farmacéuticamente adecuado. Por ejemplo, la
composicion farmacéutica anterior contiene normalmente al menos un transportador farmacéutico (por ejemplo,
liquido esterilizado). En el presente documento, el liquido incluye, 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, o aceite de sésamo. El agua es el transportador mas tipico cuando la composicion
farmacéutica anterior se administra por via intravenosa. Se puede usar también solucion salina, una solucién acuosa
de dextrosa, y una solucién acuosa de glicerol como un transportador liquido, en particular, para una solucion de
inyeccion. Se conoce en la técnica un vehiculo farmacéutico adecuado. Si se desea, la composicién anterior puede
contener también una cantidad traza de un agente hidratante, un agente emulsionante, o un agente tamponante del
pH. Los ejemplos de transportadores farmacéuticos adecuados se desvelan en "Remington’s Pharmaceutical
Sciences" de E. W. Martin. Las formulaciones corresponden a un modo de administracion.

Se conocen diversos sistemas de administracion y se pueden usar para administrar el conjugado de farmaco-
anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion. Los ejemplos de la ruta de administracién incluyen las rutas
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, y subcutanea, pero sin limitarse a los mismos. La
administracion puede realizarse mediante inyeccidon o inyeccion en bolo, por ejemplo. De acuerdo con una
realizacion especifica preferida, la administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo se lleva a cabo mediante
inyeccion. La administracion parenteral es una ruta de administracion preferida.

De acuerdo con una realizacién representativa, se prescribe la composicién farmacéutica, como una composicion
farmacéutica adecuada para la administracion intravenosa a un ser humano, de acuerdo con los procedimientos
convencionales. La composicion para la administracion intravenosa es normalmente una soluciéon en una soluciéon
acuosa tamponada estéril e isotonica. En caso necesario, el farmaco puede contener un agente solubilizante y
anestésicos locales para aliviar el dolor en el sitio de inyeccion (por ejemplo, lignocaina). En general, el ingrediente
anterior se proporciona individualmente como uno cualquiera de un polvo liofilizado o como un concentrado anhidro
contenido en un recipiente que se obtiene precintando una ampolla o una bolsita que tiene una cantidad del principio
activo o como una mezcla en una forma en dosis unitaria. Cuando el farmaco esta en la forma de administracion
mediante inyeccion, se puede administrar a partir de una botella de inyeccién que contiene agua o solucioén salina de
calidad farmacéutica estéril. Cuando el farmaco se administra mediante inyeccion, se puede proporcionar una
ampolla de agua estéril o solucion salina para inyeccion de tal manera que los ingredientes anteriormente
mencionados se premezclan entre si antes de la administracion.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede ser una composicién farmacéutica que contiene solo el
conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente solicitud o una composicion farmacéutica que contiene
el conjugado de farmaco anticuerpo anti-TROP2 y al menos un agente de tratamiento del cancer diferente que el del
conjugado. El conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 de la presente invencion se puede administrar con otro
agente de tratamiento del cancer. El efecto anticanceroso puede potenciarse de acuerdo con ello. Otro agente
anticanceroso utilizado para dicho fin puede administrarse a un individuo simultdneamente con, por separado de, o
posteriormente al conjugado de farmaco anticuerpo, y se puede administrar aunque variando el intervalo de
administracion para cada uno. Los ejemplos del agente de tratamiento del cancer incluyen abraxano, paclitaxel,
cisplatino, gemcitabina, irinotecan (CPT-11), paclitaxel, pemetrexed, sorafenib, vinorelbina, los farmacos descritos en
la publicacién internacional n.° WO 2003/038043, analogos de LH-RH (leuprorelina, goserelina, o similares), fosfato
de estramustina, antagonista del estrégeno (tamoxifeno, raloxifeno, o similares), y un inhibidor de la aromatasa
(anastrazol, letrozol, exemestano, o similares), aunque no de forma limitativa siempre que sea un farmaco que tenga
una actividad antitumoral.

Se puede formular la composicién farmacéutica en una formulacién para liofilizacién o una formulacién liquida como
una formulacién que tiene una composicion deseada y una pureza requerida. Cuando se formula como una
formulacién para liofilizacién, puede ser una formulacién que contiene aditivos de formulacién adecuados que se
usan en la técnica. También para una formulacion liquida, se puede formular como una formulacion liquida que
contiene diversos aditivos de formulacion que se usan en la técnica.

La composicién y concentracion de la composicion farmacéutica puede variar dependiendo del método de
administracion. Sin embargo, el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-TROP2 contenido en la composicion
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farmacéutica de la presente invencién puede presentar el efecto farmacéutico incluso a una pequefia dosificacion
cuando el conjugado de farmaco-anticuerpo tiene mayor afinidad por un antigeno, es decir, mayor afinidad (= menor
valor de Kd) en términos de la constante de disociacion (es decir, el valor Kd) para el antigeno. Por lo tanto, para
determinar la dosificacion del conjugado de farmaco-anticuerpo, la dosificacion puede determinarse a la vista de una
situacion que se refiere a la afinidad entre el conjugado de farmaco-anticuerpo y el antigeno. Cuando el conjugado
de farmaco-anticuerpo de la presente invencion se administra a un ser humano, por ejemplo, aproximadamente
0,001 a 100 mg/kg se puede administrar una vez o administrarse vacias veces con un intervalo de una vez durante 1
a 180 dias.

Ejemplos

La presente invencion se describe especificamente a la vista de los ejemplos que se muestran a continuacion. Sin
embargo, la presente invencién no se limita a los mismos. Ademas, esto no debe interpretarse de ninguna modo en
una manera limitada. Ademas, a menos que se describa especificamente lo contrario, el reactivo, el disolvente, y e
material de partida descrito en la memoria descriptiva puede obtenerse facilmente a partir de un suministrador
comercial.

[Ejemplo 1: Inmunizacion de un ratén y obtencion del hibridoma]
1-1) Preparacion de células que se van a usar en la inmunizacién de un ratéon

5 x 10° células NCI-H322 (linea de células de cancer de pulmén no microcitico humano, ATCC CRL-5806; ATCC:
American Type Culture Collection) se cultivaron en un medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640)
(10 ml) durante 5 dias, a continuacién se recuperaron, se lavaron con PBS (solucién salina tamponada ) dos veces,
y se volvieron a suspender en PBS (500 pl).

1-2) Inmunizacion del ratén

Para la primera |nmun|za0|on cada raton BALB/c (6 semanas de edad) se inmunizd por via intraperitoneal con
células NCI-H322 (1 x 10 células). Para la segunda a quinta inmunizaciones, se inmuniz6é el ratéon por via
intraperitoneal con 1 x 10° células NCI-H322 a intervalos de 1 semana. Para la sexta inmunizacion (final), se
inmunizé el ratén a través de la vena de la cola e intraperitonealmente con las células NCI-H322 a 1 x 10°
células/200 pl PBS por cada ruta. Se escindieron los esplenocitos 3 dias después de la inmunizacion final.

1-3) Preparacioén de esplenocitos de un raton inmunizado

Se cort6 el bazo del raton inmunizado, a continuacion se molié y se suspendié en medio RPMI 1640 FBS al 10 %
(suero de feto de bovino) (+). La suspension celular se pasé a través de un filtro de células (100 um, BD Falcon) y a
continuacion se centrifugd a 1500 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se descarto el sobrenadante. Se
afiadié una solucion Tris-NH4Cl (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.83 % NH4CI; 10 ml) al residuo, seguido por tratamiento a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Se afiadié un medio RPMI 1640 FBS(+) (10 ml) a la suspension celular, y
se paso la mezcla a través de un filtro de células y a continuacion se centrifugé a 1500 rpm a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se descarté el sobrenadante, y se volvieron a suspender los esplenocitos en un medio RPMI
1640 FBS(-) (10 ml).

1-4) Preparacion de células de mieloma

se recuperaron células P3U1 (linea de células de mieloma de ratén) y se centrifugaron a 1500 rpm a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Se afiadié una solucion de EDTA (0,02 %) (10 ml) a las células P3U1, seguido por
tratamiento a 37 °C durante 5 minutos. La suspension de células P3U1 se centrifugd a 1500 rpm a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y se volvié a suspender en un medio RPMI 1640 FBS(-)
(10 ml).

1-5) Fusion celular

Los esplenocitos y las células de mieloma se mezclaron a una relacion de 5:1 y se centrifugaron (1200 rpm, 5
minutos). Las células obtenidas en la fraccion precipitada se desprendieron bien y a continuacion se anadio
gradualmente a lo anterior polietilenglicol-4000 (PEG-4000; 1 ml) durante aproximadamente 1 minuto con agitacion.
Después, se afiadio medio RPMI (1 ml) al fluido que contenia las células varias veces con un intervalo de 1 minuto, y
a continuaciéon se afiadié un medio RPMI a lo anterior para ajustar la cantidad total a 50 ml. Se centrifugé la
suspension celular (900 rpm, 5 minutos), y las células obtenidas en la fraccion precipitada se desprendieron
suavemente y a continuacion se suspendieron suavemente en un medio HAT (medio PRMI 1640 suplementado con
suero de feto de bovino al 10 %) y suplemento de medio HAT; 100 ml). Se dispenso la suspension a 200 pl/pocillo a
una placa de 96 pocillo para el cultivo y se cultivd hasta una confluencia del 50 % en una estufa incubadora con CO;
al5 % a 37 °C.

1-6) Cribado del hibridoma utilizando variantes del adenovirus FZ33

Se sembraron las células NCI-H322 a 5 x 10° células/pocillo a una placa de 96 pocillo y se cultivaron a 37 °C durante
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48 horas. Se lavaron las células con 150 pl/pocillo de PBS dos veces y se afiadié el sobrenadante de cada cultivo de
hibridoma (50 pl) a cada pocillo y se hizo reaccionar a 4 °C durante 1 hora. Se lavaron las células con 150 pl/pocillo
de PBS dos veces. Un adenovirus Ax3CAZ3-FZ33 (adenovirus que expresa la $-galactosidasa modificado con fibra
de Z33 con el fin de unirse a un anticuerpo (véase publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos
n.° 2012/0237518)) se diluyd con un medio RPMI1640(-) a una concentraciéon de 3 x 10° vp/100 ul (1 x 10°
vp/célula), y esta solucion diluida se afadié a lo anterior a 100 pl/pocillo. Tras una reaccién a 4 °C durante 1 hora,
las células se lavaron con 150 pl/pocillo de PBS dos veces. Se afadié un medio RPMI1640 FBS(+) a lo anterior a
100 pl/pocillo, y se cultivaron las células a 37 °C durante 24 horas. Las células NCI-H322 tratadas con el ensayo del
gen indicador B-Gal utilizando Galacto-Light Plus Reporter Gene Assay System (Applied Biosystems, Inc.) se lavaron
con 200 pl/pocillo de PBS. se afiadio solucion de lisis a las anteriores a 50 pl/pocillo, y la mezcla se dej6 a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Este lisado celular (10 pl) se diluyé 100 veces con el diluyente del tampdn
de reaccion Galacton-Plus Galacto, a continuacién se afadié a un micropocillo blanco de una placa SH de 96
pocillos (Nunc/Thermo Fisher Scientific, Inc,) y se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadio
Acelerador Il al anterior a 150 pl/pocillo. Se midi6 la quimioluminiscencia durante 5 segundos usando un contador
multimarca Wallac 1420 ARVOsx (PerkinElmer, Inc.), y se indic6 la dosis infectiva del virus en las células NCI-H322
con el valor promedio por segundo como URL (cantidad de luminiscencia). En el cribado del grupo del hibridoma
llevado a cabo de esta manera, un clon cuyo valor de medicion (URL) era de 5000 URL o mayor se selecciond a
partir del grupo completo (minimo: 1383 URL, promedio: 10914 URL, maximo: 78746 URL). En primer lugar, como
cribado primario, se seleccionaron 81 pocillos positivos a partir de 960 pocillos de hibridoma obtenidos mediante una
fusion celular. Como cribado de validacion, se llevé a cabo ademas el ensayo por duplicado mediante la misma
estrategia que en el cribado primario. Cuando se consideré6 como positivo un pocillo que presentd un valor de
medicion de 5000 URL o mas en ambos ensayos, se seleccionaron 52 pocillos positivos a partir de los 81 pocillos
obtenidos en el cribado primario. Se subclonaron los clones seleccionados 2 a 4 veces para establecer 44 lineas de
células de hibridoma monoclonales.

[Ejemplo 2: Purificacion del anticuerpo a partir del hibridoma]

Pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano; 0,5 ml) se administré por via intraperitoneal por adelantado a cada raton
o ratén atimico de 8 a 10 semanas de edad, que se aumenté a continuacién durante 2 semanas. Cada hibridoma
productor de anticuerpos monoclonales obtenido en el Ejemplo 1 se inyectd intraperitonealmente al ratéon. después
de 10 a 21 dias, se dejo que el hibridoma produjera canceracion ascitica, y a continuacion se recogio el fluido
ascitico. El fluido ascitico obtenido se centrifugd para eliminar la materia solida. Después, los anticuerpos se
purificaron mediante salado con 40 a 50 % de sulfato de amonio, un método de precipitacion del acido caprilico, una
columna de DEAE-Sefarosa, y una columna de proteina G, y se recogieron las fracciones de IgG o IgM y se
utilizaron como anticuerpos monoclonales purificados.

[Ejemplo 3: Identificacion del antigeno al cual se une el anticuerpo producido mediante hibridoma]
Se identificé un antigeno para TINA1, un anticuerpo producido por el hibridoma preparado en el Ejemplo 2.
3-1) Inmunoprecipitacién de proteina superficial celular marcada con biotina utilizando el anticuerpo TINA1

se recuperaron 5 x 10° NCI-H322 células y se lavaron con PBS tres veces. EZ-Link Sulfo-NHS-Biotina
(Pierce/Thermo Fisher Scientific, Inc.) se suspendié en PBS a una concentracién de 0,1 mg/ml. Las células NCI-
H322 se centrifugaron a temperatura ambiente durante 30 minutos en una solucién de biotina/PBS, a continuacion
se lavaron con una solucion de glicina/PBS 100 mM (25 ml) dos veces, y a continuacion se lavaron con PBS (25 ml)
tres veces. Las células lavadas de esta manera se volvieron a suspender en un tampén de lisis (NaCl 150 mM, Tris-
HCI 50 mM pH 7,6, NP-40 al 1 % + Inhibidor de la Proteasa, 1 comprimido/50 ml de EDTA libre completo (Hoffmann-
La Roche Ltd.); 2 ml) y se trataron a 4 °C durante 30 minutos. Proteina G Sefarosa/tampén de lisis (suspension al
50 %; 30 pl) obtenido sustituyendo un tampon de Proteina G Sefarosa (Proteina G Sefarosa 4 Fast Flow (GE
Healthcare Japan Corporation)) con un tampon de lisis se afiadio al lisado celular, y se centrifugé la mezcla a 4 °C
durante 1 hora y a continuacion se centrifugd a 4 °C durante 5 minutos para recuperar un sobrenadante. Se afiadio
el anticuerpo TINA1 (3 ug) al sobrenadante, y la mezcla se centrifugd a 4 °C durante 1 hora. Después, Proteina G
Sefarosal/tampdn de lisis (suspension al 50 %; 60 pl) se afiadio al anterior, y la mezcla se centrifugd a 4 °C durante 2
horas. Proteina G Sefarosa se lavé con un tampon de lisis (1 ml) seis veces y a continuacion se volvié a suspender
en 1 x tampén de muestra SDS/2-ME al 5 %(2-mercaptoetanol) tampoén (62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8 a 25 °C), SDS al
2 % (p/v), glicerol al 10 %, y rojo fenol al 0,01 % (p/v)). Se tratd la suspensién a 100 °C durante 5 minutos, y a
continuacion se recuperd la solucion y se usé como una muestra para SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida).

3-2) SDS-PAGE y transferencia Western

La muestra de SDS-PAGE preparada en 3-1) se sometio6 a electroforesis a 20 mA utilizando geles Ready J al 5-20 %
(Bio-Rad Laboratories, Inc.) y a continuacién se inmunoborraron a 0,1 mA/cm? desde el gel a la membrana. La
membrana se lavo con PBS-T (PBS(-)-0,05 % Tween 20) durante 5 minutos y a continuacion se bloqued durante 1
hora. Se lavé la membrana con PBS-T durante 5 minutos tres veces y a continuaciéon se hizo reaccionar con un
conjugado de Estreptavidina-peroxidasa de rabano picante (Amersham Biosciences Corp.; diluido 2000 veces con
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PBS-T para su uso) durante 1 hora. Se lavo la membrana con PBS-T durante 10 minutos cuatro veces, y a
continuacion se detectd una banda diana utilizando reactivos de deteccion ECL para la transferencia western
(Amersham Biosciences Corp.) e Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences Corp.). Las células NCI-H322 marcadas
con biotina mediante los procedimientos del Ejemplo 3-1) se sometieron a inmunoprecipitaciéon con un anticuerpo
KCI7A3 se encontré ya mediante espectrometria de masas que era TROP2, o el anticuerpo TINA1, y los productos
inmunoprecipitados obtenidos se analizaron mediante SDS-PAGE vy transferencia Western, en presencia o ausencia
de DTT. En cualquier caso de utilizacion del anticuerpo KCI7A3 o el anticuerpo TINA1, se detectdé una banda a un
peso molecular de 46 kDa en ausencia de DTT, y se detectd una banda a un peso molecular de 37 kDa en las
muestras suplementadas con DTT.

3-3) Analisis FACS

Debido a que se predijo que el antigeno del anticuerpo TINA1 era TROP2 a partir del modelo de banda, se llevo a
cabo el anadlisis de expresion en exceso mediante transferencia génica del ADNc sin espectrometria de masas.
Como resultado del analisis FACS, el anticuerpo TINA1 presenté una fuerte respuesta positiva en células CHOK1
que expresan TROP2 humano, indicando que el antigeno del anticuerpo TINA1 es TROP2. Se llevé a cabo un
analisis FACS de forma similar utilizando una linea de células PC14 de cancer de pulmén, una linea de células NCI-
H322 de cancer de pulmoén, una linea de células NCI-H2122 de cancer de pulmén, una linea de células LCAM1 de
cancer de pulmoén, una linea de células LC2/ad de cancer de pulmén/, una linea de células MIAPaCa2 de cancer de
pancreas, una linea de células PK-1 de cancer de pancreas, una linea de células PC3 de cancer de préstata, una
linea de células HCT116 de cancer colorrectal, una linea de células A375 de melanoma, una linea de células SKOV3
de cancer de ovario, una linea de células RPMI8226 de cancer de tumor hematopoyético, una linea de células K562
de cancer de tumor hematopoyético, PBMC (células mononucleares de sangre periférica humana), y plaquetas
humanas. Todas las lineas de células de cancer de pulmén examinadas eran positivas para TROP2, y fueron
positivas para PC3, PK1, y SKOV3 como las lineas de células excepto para las de cancer de pulmoén. Por otra parte,
todas las células sanguineas humanas fueron negativas.

[Ejemplo 4: Medicion de la actividad de internalizacion del anticuerpo]
4-1) Sistema de evaluacion de la actividad de internalizacion del anticuerpo

Se produjo una proteina DT3C de fusion recombinante para el fin de medir la actividad de internalizacion y la
actividad como inmunotoxina de un anticuerpo. Esta DT3C es una proteina que tiene un dominio catalitico de la
toxina de la difteria (DT) y tres regiones de union a anticuerpo de la proteina G. DT3C se une especificamente a un
resto Fc de un anticuerpo, es estable e induce la muerte celular inhibiendo la sintesis de proteinas cuando se capta
en células. Mediante el uso de este sistema, se puede observar el efecto de internalizacién de un anticuerpo y su
efecto citocida mediante la inmunotoxina al mismo tiempo (Yamaguchi, M., Hamada, H., y col., Biochemical and
Biophysical Research Communications 454 (2014) 600-603).

4-2 Evaluacion de la actividad de internalizacion y la actividad como inmunotoxina utilizando DT3C

4 ug/ml de DT3C se ahadieron a 25 pl/pocillo a una placa de 96 pocillos, ademas, los sobrenadantes del cultivo de
11 hibridomas obtenidos mediante el método del Ejemplo 1 o un método equivalente al anterior se afiadieron cada
uno a 25 pl/pocillo a la placa, y la placa se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se confirmé por
adelantado que los antigenos reconocidos por los anticuerpos producidos por los hibridomas diferentes del
hibridoma productor de TINA1 eran CD9, CD46, CD55, CD59, CD71, CD73, CD147, CD276, EpCAM, o EGFR. 2 X
10* células/ml (medio RPMI1640 suplementado con FBS con un bajo contenido de IgG al 20 %) de células NCI-
H322 se sembraron en el anterior a 50 pl/pocillo. Tras la incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos, se
cultivaron las células durante 3 dias en una estufa incubadora con CO, a 37 °C. Tras el cultivo, Se retir6 el
sobrenadante, y se afiadieron WST al 10 %-FBS-RPMI1640 al 10 % a 100 pl/pocillo a la placa. Tras incubacion
durante 1 hora en una estufa incubadora con CO, a 37 °C, se midi6 el nimero de células vivas utilizando un lector
de microplacas (DOuso a DOeao, infinite 200, Tecan Trading AG). Entre los sobrenadantes del cultivo de las células de
hibridoma evaluadas, Los anticuerpos contra CD59, CD71, EGFR, EpCAM, o TROP2 se confirmé que tenian una
fuerte actividad de internalizacion y una actividad como inmunotoxina (Figura 10).

4-3) Diferencia en la actividad de internalizaciéon y actividad como inmunotoxina entre anticuerpos contra CD59,
CD71, EGFR, EpCAM, o TROP2

Cada solucion diluida de DT3C (0, 0,004, 0,04, 0,4, 4, o 40 yg/ml) se afiadié a 25 pl/pocillo a una placa de 96
pocillos, a continuacion se afiadié cada anticuerpo (40 ug/ml) a 25 pl/pocillo a la placa, y se incubé la placa a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Ademas, 2 X 10" células/ml (medio RPMI1640 suplementado con FBS
con un bajo contenido de IgG al 20 %) de células NCI-H322 se sembraron en el anterior a 50 pl/pocillo. Tras la
incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos, se cultivaron las células durante 3 dias en una estufa
incubadora con CO- a 37 °C. Tras el cultivo, se eliminé el sobrenadante y se afiadio WST al 10 % FBS-RPMI1640 al
1-10 % a 100 pl/pocillo a la placa. Tras incubacion durante 1 hora en una estufa incubadora con CO, a 37 °C, se
midio el numero de células vivas utilizando un lector de placas (DOasp @ DOg4o). Entre los anticuerpos evaluados,
TINA1, un anticuerpo contra TROP2, tuvo la actividad de internalizaciéon mas fuerte y actividad como inmunotoxina
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(Figura 11).

4-4) Diferencia en la actividad de internalizaciéon y actividad como inmunotoxina entre clones del anticuerpo anti-
TROP2

Los anticuerpos TINA1 dirigidos contra TROP2 (inmundgeno: una linea NCI-H322 de cancer de pulmon), KCL7A3 y
KCL2D6 (inmunogeno: una linea de células KCL-MOH1 de cancer de pancreas), PriE11 y Pr8H10 (inmundgeno:
linea de células Pc-1 de cancer de prostata), y NY16 y NY17 (inmundgeno: linea de células PK-1 de cancer de
pancreas) obtenida mediante el método del Ejemplo 1 o un método equivalente al anterior, y comercialmente
disponible como 77220 (R&D Systems Inc.) se evaluaron para su actividad de internalizacion y actividad como
inmunotoxina de la misma manera que en el Ejemplo 4-3). Como resultado, entre los 8 anticuerpos dirigidos contra
TROP2, el anticuerpo TINA1 tuvo la actividad mas fuerte (Figura 12).

[Ejemplo 5: Determinacion de la secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica la region variable del gen
del anticuerpo TINA1 y la produccion del anticuerpo TINA1 quimérico (denominada en los sucesivo en el
presente documento cTINA 1

5-1) Determinacion de la secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica la regién variable del gen del anticuerpo
TINA1 5-1-1) Preparacion del ARNm del hibridoma productor del anticuerpo TINA1

A fin de amplificar los ADNc que codifican las regiones variables del anticuerpo TINA1, se prepar6 ARNm a partir del
hibridoma productor del anticuerpo TINA1 utilizando el kit de aislamiento del ARNm (Roche Applied Science).

5-1-2) Sintesis del ADNc (ADNc 5-RACE-Ready) se sintetizd el ADNc (ADNc 5’-RACE-Ready) utilizando el ARNm
(100 ng) preparado en 5-1-1), y el Kit de amplificacion del ADNc SMARTer RACE (Clontech Laboratories, Inc.).

5-1-3) Amplificacion del ADNc que codifica la region variable de la cadena pesad del anticuerpo TINA1 mediante la
PCR de 5'-RACE y la determinacion de la secuencia

UPM (Mezcla A de cebador universal: incluida en el Kit de amplificacion del ADNc SMARTer RACE) y un
oligonucledtido que tiene una secuencia de 5-AGAGTTCCAGGTCAAGGTCACTGGCTCAGG-3' (SEQ ID NO: 33:
cebador mG2aVR2) se utilizaron como cebadores para amplificar el ADNc de la region variable del gen de la cadena
pesada mediante la PCR. Se usé UPM incluida en el Kit de amplificacion del ADNc SMARTer RACE (Clontech
Laboratories, Inc.), y se disefi6 mG2aVR?2 a partir de la secuencia de una region constante de la cadena pesada de
raton (IgG2a) en una base de datos.

el ADNc que codifica la regién variable de la cadena pesad del anticuerpo TINA 1 se amplifico mediante la PCR de
5’-RACE utilizando este conjunto de cebadores y el ADNc (ADNc 5-RACE-Ready) sintetizado en el Ejemplo 5-1-2)
como un molde. Se llevd a cabo esta PCR de acuerdo con el manual del Kit de amplificacion del ADNc SMARTer
RACE (Clontech Laboratories, Inc.) en el programa de la PCR touchdown utilizando KOD-plus (Toyobo Co., Ltd.)
como polimerasa.

El ADNc que codifica la region variable de la cadena pesad amplificado mediante la PCR de 5'-RACE se purificd
usando el Kit de purificacion de la PCR MinElute (QIAGEN N.V.) y a continuacion se cloné utilizando el Kit de
clonacién de la PCR Zero Blunt TOPO (Invitrogen Corp.). La secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica la
region variable de la cadena pesada clonado se analizd6 mediante secuenciacion. Los cebadores de secuenciacion
utilizados fueron el cebador mG2aVR2 anteriormente descrito disefiado a partir de la secuencia de una region
constante de la cadena pesada de ratén en una base de datos, y NUP (Cebador A universal anidado: incluido en el
Kit de amplificacion del ADNc SMARTer RACE).

Se llevo a cabo el analisis de secuenciacion utilizando un aparato de analisis de la secuencia génica ("Analizador de
ADN ABI PRISM 3700" o "Analizador Applied Biosystems 3730xI", Applied Biosystems, Inc.), y la reaccion de
secuenciacion empled Gene Amp 9700 (Applied Biosystems, Inc.).

La secuencia de nucleodtidos determinada del ADNc que codifica la region variable de la cadena pesad del
anticuerpo TINA1 se muestra en la SEQ ID NO: 1 del Listado de Secuencias y la secuencia de aminoacidos
codificada de este modo se muestra en la SEQ ID NO: 2.

5-1-4) Amplificacion de la region variable de la cadena ligera que codifica el ADNc del anticuerpo TINA1 mediante la
PCR de 5-RACE, y la determinacion de la secuencia

UPM (Mezcla A de cebador universal: incluida en el Kit de amplificacion del ADNc SMARTer RACE) y un
oligonucledtido que tiene una secuencia de 5-AGTCCAACTGTTCAGGACGCCATTTTGTCG-3' (SEQ ID NO: 34:
cebador mKVR2) se utilizaron como cebadores para amplificar el ADNc de la region variable del gen de la cadena
ligera del anticuerpo TINA1 mediante la PCR. Se us6 UPM incluida en el Kit de amplificacion del ADNc SMARTer
RACE (Clontech Laboratories, Inc.) y mKVR2 disefiada a partir de la secuencia de una region constante de la
cadena ligera de raton en una base de datos.

El ADNc que codifica la region variable de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 se amplificé mediante la PCR de 5'-
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RACE utilizando este conjunto de cebadores y el ADNc (ADNc 5-RACE-Ready) sintetizado en el Ejemplo 5-1-2)
como un molde. Esta PCR se llevo a cabo de acuerdo con el manual del Kit de amplificacion del ADNc SMARTer
RACE (Clontech Laboratories, Inc.) en el programa de la PCR touchdown utilizando KOD-plus-(Toyobo Co., Ltd.)
como polimerasa.

El ADNc que codifica la region variable de la cadena ligera amplificado mediante la PCR de 5-RACE se purificd
utilizando el Kit de purificacion de la PCR MinElute (QIAGEN N.V.) y a continuacion se clon6 utilizando el Kit de
Clonacién de la PCR Zero Blunt TOPO (Invitrogen Corp.). La secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica la
region variable de la cadena ligera clonada se analizé mediante secuenciacion.

Los cebadores de la secuenciacion utilizados fueron el cebador mKVR2 anteriormente descrito disefiado a partir de
la secuencia de una region constante de la cadena ligera de ratén en una base de datos, y NUP.

El analisis de la secuenciacion y la reaccion de secuenciacion emplearon el aparato anteriormente descrito.

La secuencia de nucleétidos determinada del ADNc que codifica la region variable de la cadena ligera del anticuerpo
TINA1 se muestra en la SEQ ID NO: 3 del Listado de Secuencias, y la secuencia de aminoacidos codificada de este
modo se muestra en la SEQ ID NO: 4.

5-2) Produccion del anticuerpo cTINA1

5-2-1) Construccion del vector de expresion pCMA-LK de la cadena ligera del anticuerpo quimérico y el anticuerpo
humanizado

Un fragmento de aproximadamente 5,4 kb obtenido digiriendo un plasmido pcDNA3.3-TOPO/lacZ (Invitrogen Corp.)
con las enzimas de restriccion Xbal y Pmel, y un fragmento de ADN que contenia una secuencia de ADN que
codifica una sefal de secrecion de la cadena k humana y una region constante de la cadena kK humana que se
muestra en la SEQ ID NO: 5 se ligaron utilizando un kit de clonacion de la PCR In-Fusion Advantage (Clontech
Laboratories, Inc.) para producir pcDNA3.3/IK.

pcDNAS.3/IK se usé como un molde en la PCR utilizando un conjunto de cebadores descrito a continuacion. El
fragmento obtenido de aproximadamente 3,8 kb se fosforilé y a continuacion se autoligé para construir un vector de
expresion pCMA-LK de una cadena ligera de anticuerpo quimérico y humanizado que tiene una secuencia de
sefializacién, un sitio de clonacion, y el gen de la regidon constante de la cadena k humana en la direccién 3' del
promotor del CMV. Conjunto de cebadores

5’-tataccgtcgacctctagctagagcettgge-3’ (SEQ ID NO: 35: cebador 3.3-F1)

5’-gctatggcagggcctgeccgecccgacgttg-3' (SEQ ID NO: 36: cebador 3.3-R1)

5-2-2) Construccioén del vector de expresion pPCMA- G1 de la cadena pesada tipo IgG1 del anticuerpo quimérico y el
anticuerpo humanizado

Un fragmento de ADN de pCMA-LK que carece de la secuencia de ADN que codifica una sefial de secrecion de la
region constante de la cadena k humana mediante digestion con Xbal y Pmel, y un fragmento de ADN que contiene
una secuencia de ADN que codifica los aminoacidos de una secuencia de sefializacién de una cadena pesada
humana y una region constante de la IgG1 humana que se muestra en la SEQ ID NO: 6 se ligaron utilizando el kit de
clonacién de la PCR In-Fusion Advantage (Clontech Laboratories, Inc.) para construir un vector de expresiéon pCMA-
G1 1gG1 del anticuerpo quimérico y humanizado que tiene una secuencia de sefializacion, un sitio de clonacién, y el
gen de la region constante de la cadena pesada de IgG1 humana en la direccion 3' del promotor del CMV.

5-2-3) Construccioén del vector de expresion de la cadena pesada del anticuerpo cTINA1

Un fragmento de ADN que contiene el ADNc que codifica la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
TINA1 se amplifico utilizando el ADNc que codifica la region variable de la cadena pesada obtenido en el Ejemplo 5-
1-3) como un molde, KOD-Plus-(Toyobo Co., Ltd.), y un conjunto de cebadores descrito a continuacion, y se inserté
en un sitio escindido por la enzima de restriccion Blpl del vector de expresion pCMA-G1 de la cadena pesada de tipo
IgG1 del anticuerpo quimérico y humanizado utilizando el kit de clonaciéon de la PCR In-Fusion HD (Clontech
Laboratories, Inc.) para construir un vector de expresion de la cadena pesada del anticuerpo cTINA1. El vector de
expresion obtenido se designdé como "pCMA-G1/cTINA1". La secuencia de nucledtidos de la cadena pesada del
anticuerpo cTINA1 se muestra en la SEQ ID NO: 7 y la secuencia de aminoacidos codificada de este modo se
muestra en la SEQ ID NO: 8. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 7 y la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 8 se describen también en la Figura 1.

Conjunto de cebadores para la cadena pesada del anticuerpo cTINA1
5-CCAGATGGGTGCTGAGCCAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGACCTGAG-3' (SEQ ID NO: 37: cebador TINATH-
F)

5-CTTGGTGGAGGCTGAGCTGACGGTGACCGCGGTCCCTGCGCCCCAGAC-3' (SEQ ID NO: 38: cebador
TINA1TH-R)

5-2-4) Construccion del vector de expresion de la cadena ligera del anticuerpo cTINA1
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Un fragmento de ADN que contiene el ADNc que codifica la region variable de la cadena ligera del anticuerpo TINA1
se amplificd utilizando el ADNc que codifica la region variable de la cadena ligera obtenido en el Ejemplo 5-1-4)
como un molde, KOD-Plus-(Toyobo Co., Ltd.), y un conjunto de cebadores descrito a continuacion, y se insertd en
un sitio escindido por la enzima de restriccion BsiWI del vector de expresion pCMA-LK de la cadena ligera del
anticuerpo quimérico y humanizado utilizando el kit de clonacién de la PCR In-Fusion HD (Clontech Laboratories,
Inc.) para construir un vector de expresion de la cadena ligera del anticuerpo cTINA1. El vector de expresion
obtenido se designdé como "pCMA-LK/cTINA1". La secuencia de nucledtidos de la cadena ligera del anticuerpo
cTINA1 se muestra en la SEQ ID NO: 9 y la secuencia de aminoacidos codificada de este modo se muestra en la
SEQ ID NO: 10. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 9 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 se
describen también en la Figura 2.

Conjunto de cebadores para la cadena ligera del anticuerpo cTINA1
5-ATCTCCGGCGCGTACGGCGACATTGTGATGACCCAGTCTCACAAATTC-3' (SEQ ID NO: 39: cebador TINA1L-
F)

5'-GGAGGGGGCGGCCACAGCCCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCCAGC-3' (SEQ ID NO: 40: cebador TINA1L-R)

5-2-5) Produccién a pequeia escala del anticuerpo cTINA1
Se subcultivaron células 293F FreeStyle (Invitrogen Corp.) y se cultivaron de acuerdo con el manual.

1 x 10’ células 293F FreeStyle (Invitrogen Corp.) en la fase de crecimiento logaritmico se diluyeron con un medio de
expresion FreeStyle 293 (Invitrogen Corp.) hasta 9,6 ml, a continuaciéon se sembraron en un frasco de
almacenamiento cuadrado de 30 ml (Nalgene/Thermo Fisher Scientific, Inc.), y a continuacion se cultivaron con
agitacion a 90 rpm durante 1 hora en una estufa incubadora con CO; al 8 % a 37 °C. Se disolvié polietilenimina
(Polyscience n.° 24765; 30 ug) en Opti-Pro SFM (Invitrogen Corp.; 200 pl). Después, el vector de expresion de la
cadena ligera (6 pg) y el vector de expresion de la cadena pesada (4 ug) preparados utilizando el kit PureLink HiPure
Plasmid (Invitrogen Corp.) se afiadieron a Opti-Pro SFM (Invitrogen Corp.; 200 pl). La soluciéon mixta del vector de
expresion/Opti-Pro SFM (200 ul) se afiadié a la solucién mixta de polietilenimina/Opti-Pro SFM (200 ul), y la mezcla
se agité suavemente, se dejé ademas durante 5 minutos, y a continuacion se afiadio a las células 293F FreeStyle.
Un sobrenadante del cultivo obtenido mediante cultivo en agitaciéon a 90 rpm durante 7 dias en una estufa
incubadora con CO, al 8 % a 37 °C se filtr6 a través de un filtro Minisart-Plus (Sartorius AG) y se utilizaron como una
muestra para la evaluacion.

El anticuerpo TINA1 quimérico humano obtenido mediante la combinacion de pCMA-G1/cTINA1 y pCMA-LK/cTINA1
se design6 como un anticuerpo "cTINA1".

[Ejemplo 6: Diseio de anticuerpo humanizado de anticuerpo monoclonal de ratéon anti-TROP2]
6-1) Disefio de la version humanizada de TINA1
6-1-1) Modelizaciéon molecular de la region variable de TINA1

Se llevd a cabo la modelizacion molecular de las regiones variables de TINA1 mediante u método conocido en la
técnica como modelizacion de la homologia (Methods in Enzymology, 203, 121-153 (1991)). Las regiones variables
de TINA1 determinadas anteriormente se compararon con las secuencias primarias (estan disponibles estructuras
tridimensionales derivadas de estructuras cristalinas de rayos X) de regiones variables de inmunoglobulinas
humanas registradas en el Protein Data Bank (Nuc. Acid Res. 35, D301-D303 (2007)). Como resultado, se
seleccion6 1ZEA como una que tenia la homologia de secuencias mas elevada con la regién variable de la cadena
pesada de TINA1 entre los anticuerpos que tienen de forma similar un delecién en sus marcos. Asimismo, se
seleccion6 3lU4 como una que tenia la homologia de secuencias mas elevada con la region variable de la cadena
ligera de TINA1. Se prepararon las estructuras tridimensionales de las regiones marco como un "modelo de marco"
combinando las coordenadas de 1ZEA y 31U4 que correspondian a la cadena pesada y la cadena ligera de TINA1.
Posteriormente, se incorporé la conformacion tipica de cada CDR en el modelo de marco.

Por ultimo, Se llevé a cabo el calculo de la energia para excluir el contacto interatémico poco ventajoso a fin de
obtener posibles modelos moleculares de las regiones variables de TINA1 en términos de energia. Se llevaron a
cabo estos procedimientos utilizando un programa de prediccion de la estructura tridimensional de la proteina
comercialmente disponible, Discovery Studio (Accelrys, Inc.).

6-1-2) Disefio de la secuencia de aminoacidos para TINA1 humanizado

Se construyo el anticuerpo TINA 1 humanizado mediante un método conocido en la técnica como injerto de la CDR
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Se selecciond un anticuerpo aceptor sobre la base de la
homologia de aminoacidos en las regiones marco. Las secuencias de las regiones marco de TINA1 se compararon
con las secuencias de todos los marcos humanos registrados en la base de datos de Kabat (Nuc. Acid Res., 29,
205-206 (2001)) de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Como resultado, se selecciond un anticuerpo
HUPR1A3 como un aceptor debido a su homologia de secuencias del 74 % como para las regiones marco. Los
restos de aminoacidos de las regiones marco en HUPR1A3 se alinearon con los restos de aminoacidos de las
regiones marco de TINA1 para identificar las posiciones de los aminoacidos que no se corresponden entre ellos. Las
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posiciones de estos restos se analizaron utilizando el modelo tridimensional de TINA1 construido anteriormente.
Después, se seleccionaron los restos donantes que se iban a injertar sobre el receptor de acuerdo con los criterios
proporcionados por Queen y col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Algunos restos donantes
seleccionados de esta manera se transfirieron al anticuerpo aceptor para construir la secuencia TINA1 humanizada
como se describe en los Ejemplos siguientes.

6-2) Humanizacion de la cadena pesada de TINA1
6-2-1) cadena pesada de tipo hTINA1-H1:

Una cadena pesada de TINA1 humanizada disefiada implicando la sustitucion del aminoacido de la posicion 21
(isoleucina) con valina, el aminoacido de la posicion 28 (prolina) con alanina, el aminoacido de la posicion 30
(leucina) con valina, el aminoacido de la posicién 35 (acido glutamico) con alanina, el aminoacido de la posicion 36
(treonina) con serina, el aminoacido de la posicién 38 (arginina) con lisina, el aminoacido de la posicién 39
(isoleucina) con valina, el aminoacido de la posicion 57 (glutamina) con arginina, el aminoacido de la posicion 58
(lisina) con glutamina, el aminoacido de la posicion 59 (metionina) con alanina, el aminoacido de la posicion 62
(lisina) con glutamina, el aminoacido de la posicién 65 (lisina) con acido glutamico, el aminoacido de la posicion 67
(isoleucina) con metionina, el aminoacido de la posicion 87 (fenilalanina) con valina, el aminoacido de la posicion 88
(alanina) con treonina, el aminoacido de la posicion 89 (fenilalanina) con isoleucina, el aminoacido de la posicion 91
(leucina) con alanina, el aminoacido de la posicion 92 (acido glutamico) con acido aspartico, el aminoacido de la
posiciéon 95 (alanina) con treonina, el aminoacido de la posicién 102 (isoleucina) con leucina, el aminoacido de la
posicion 104 (asparagina) con serina, el aminoacido de la posicion 107 (asparagina) con serina, el aminoacido de la
posiciéon 111 (treonina) con alanina, el aminoacido de la posicién 112 (treonina) con valina, el aminoacido de la
posicion 114 (fenilalanina) con tirosina, el aminoacido de la posicién 132 (alanina) con glutamina, y el aminoacido en
la posiciéon 135 (alanina) con leucina ya que la cadena pesada de TINA1 que se muestra en la SEQ ID NO: 8 del
Listado de Secuencias se designé como una "cadena pesada de tipo hTINA1-H1".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hTINA1-H1 se describe en la SEQ ID NO: 12 del Listado
de Secuencias. Una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 19, una secuencia que consiste en los
restos de aminoacidos 20 a 140 y una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 141 a 470 en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12 corresponde a la secuencia de sefalizacion, la regién variable de la
cadena pesada, y la region constante de la cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucledtidos que
codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 se describe en la SEQ ID NO: 11 del Listado de
Secuencias. Una secuencia que consiste en los nucledtidos 1 a 57, una secuencia que consiste en los nucleétidos
58 a 420, y una secuencia que consiste en los nucleétidos 421 a 1410 en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 11 codifica la secuencia de sefalizacion, la secuencia de la region variable de la cadena pesad, y la secuencia
de la region constante de la cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11 y la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 se describen también en la Figura 3.

6-2-2) cadena pesada de tipo hTINA1-H2:

Una cadena pesada de TINA1 humanizada disefiada implicando la sustitucion del aminoacido de la posicion 21
(isoleucina) con valina, el aminoacido de la posicion 28 (prolina) con alanina, el aminoacido de la posicion 30
(leucina) con valina, el aminoacido de la posiciéon 35 (acido glutamico) con alanina, el aminoacido de la posicion 36
(treonina) con serina, el aminoacido de la posicién 38 (arginina) con lisina, el aminoacido de la posicién 39
(isoleucina) con valina, el aminoacido de la posicion 57 (glutamina) con arginina, el aminoacido de la posicion 58
(lisina) con glutamina, el aminoacido de la posicion 59 (metionina) con alanina, el aminoacido de la posicion 62
(lisina) con glutamina, el aminoacido de la posicién 65 (lisina) con acido glutamico, el aminoacido de la posicion 67
(isoleucina) con metionina, el aminoacido de la posicién 87 (fenilalanina) con valina, el aminoacido de la posicion 88
(alanina) con treonina, el aminoacido de la posicion 89 (fenilalanina) con isoleucina, el aminoacido de la posicion 92
(acido glutamico) con acido aspartico, el aminoacido de la posicion 95 (alanina) con treonina, el aminoacido de la
posicion 102 (isoleucina) con leucina, el aminoacido de la posicion 104 (asparagina) con serina, el aminoacido de la
posicion 107 (asparagina) con serina, el aminoacido de la posicién 111 (treonina) con alanina, el aminoacido de la
posicion 112 (treonina) con valina, el aminoacido de la posicién 114 (fenilalanina) con tirosina, el aminoacido de la
posiciéon 132 (alanina) con glutamina, y el aminoacido en la posicién 135 (alanina) con leucina ya que la cadena
pesada de TINA1 que se muestra en la SEQ ID NO: 8 del Listado de Secuencias se designé como una "cadena
pesada de tipo hTINA1-H2".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hTINA1-H2 se describe en la SEQ ID NO: 14 del Listado
de Secuencias. Una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 19, una secuencia que consiste en los
restos de aminoacidos 20 a 140 y una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 141 a 470 en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14 corresponde a la secuencia de sefalizacion, la regién variable de la
cadena pesada, y la region constante de la cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos que
codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 se describe en la SEQ ID NO: 13 del Listado de
Secuencias. Una secuencia que consiste en los nucledtidos 1 a 57, una secuencia que consiste en los nucleétidos
58 a 420, y una secuencia que consiste en los nucleétidos 421 a 1410 en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 13 codifica la secuencia de sefializacion, la secuencia de la region variable de la cadena pesad, y la secuencia
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de la region constante de la cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 13 y la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 se describen también en la Figura 4.

6-2-3) cadena pesada de tipo hTINA1-H3:

Una cadena pesada de TINA1 humanizada disefiada implicando la sustitucion del aminoacido de la posicion 28
(prolina) con alanina, el aminoacido de la posicién 30 (leucina) con valina, el aminoacido de la posicion 36 (treonina)
con serina, el aminoacido de la posicion 38 (arginina) con lisina, el aminoacido de la posicion 39 (isoleucina) con
valina, el aminoacido de la posiciéon 58 (lisina) con glutamina, el aminoacido de la posicién 65 (lisina) con acido
glutamico, el aminoacido de la posicion 67 (isoleucina) con metionina, el aminoacido de la posicion 87 (fenilalanina)
con valina, el aminoacido de la posicion 88 (alanina) con treonina, el aminoacido de la posicion 92 (acido glutamico)
con acido aspartico, el aminoacido de la posicion 95 (alanina) con treonina, el aminoacido de la posicion 102
(isoleucina) con leucina, el aminoacido de la posicién 104 (asparagina) con serina, el aminoacido de la posicion 107
(asparagina) con serina, el aminoacido de la posicion 111 (treonina) con alanina, el aminoacido de la posicion 112
(treonina) con valina, el aminoacido de la posicién 114 (fenilalanina) con tirosina, el aminoacido de la posicion 132
(alanina) con glutamina, y el aminoacido en la posicién 135 (alanina) con leucina ya que la cadena pesada de TINA1
que se muestra en la SEQ ID NO: 8 del Listado de Secuencias se designé como una "cadena pesada de tipo
hTINA1-H3".

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hTINA1-H3 se describe en la SEQ ID NO: 16 del Listado
de Secuencias. Una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 19, una secuencia que consiste en los
restos de aminoacidos 20 a 140 y una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 141 a 470 en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 corresponde a la secuencia de sefalizacion, la region variable de la
cadena pesada, y la region constante de la cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos que
codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 se describe en la SEQ ID NO: 15 del Listado de
Secuencias. Una secuencia que consiste en los nucleétidos 1 a 57, una secuencia que consiste en los nucleétidos
58 a 420, y una secuencia que consiste en los nucleétidos 421 a 1410 en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 15 codifica la secuencia de sefializacion, la secuencia de la region variable de la cadena pesad, y la secuencia
de la region constante de la cadena pesada, respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 15y la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 se describen también en la Figura 5.

6-3) Humanizacion de la cadena ligera de TINA1
6-3-1) cadena ligera de tipo hTINA1-L1:

Una cadena ligera de TINA1 humanizada disefiada implicando la sustitucion del aminoacido de la posicion 23
(valina) con glutamina, el aminoacido de la posicion 28 (histidina) con prolina, el aminoacido de la posicion 29 (lisina)
con serina, el aminoacido de la posicion 30 (fenilalanina) con serina, el aminoacido de la posicién 31 (metionina) con
leucina, el aminoacido de la posicién 33 (treonina) con alanina, el aminoacido de la posicién 40 (serina) con treonina,
el aminoacido de la posicidon 62 (glutamina) con lisina, el aminoacido de la posicién 63 (serina) con alanina, el
aminoacido de la posicion 80 (acido aspartico) con serina, el aminoacido de la posicion 83 (treonina) con serina, €l
aminoacido de la posicion 90 (alanina) con acido aspartico, el aminoacido de la posicion 93 (fenilalanina) con
leucina, el aminoacido de la posicién 98 (valina) con leucina, el aminoacido de la posicion 100 (alanina) con prolina,
el aminoacido de la posicion 103 (leucina) con fenilalanina, el aminoacido de la posicion 120 (alanina) con glutamina,
el aminoacido de la posicion 126 (leucina) con isoleucina, y el aminoacido en la posicién 129 (alanina) con treonina
ya que la cadena pesada de TINA1 que se muestra en la SEQ ID NO: 10 del Listado de Secuencias se designé
como una "cadena ligera de tipo hTINA1-L1".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hTINA1-L1 se describe en la SEQ ID NO: 18 del Listado de
Secuencias. Una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 20, una secuencia que consiste en los
restos de aminoacidos 21 a 129 y una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 130 a 234 en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18 corresponde a la secuencia de sefalizacion, la region variable de la
cadena ligera, y la region constante de la cadena ligera, respectivamente. La secuencia de nucledtidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 se describe en la SEQ ID NO: 17 del Listado de Secuencias. Una
secuencia que consiste en los nucledtidos 1 a 60, una secuencia que consiste en los nucleotidos 61 a 387, y una
secuencia que consiste en los nucledtidos 388 a 702 en la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 17 codifica la
secuencia de sefializacion, la secuencia de la regidon variable de la cadena ligera, y la secuencia de la region
constante de la cadena ligera, respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 17 y la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 18 se describen también en la Figura 6.

6-3-2) cadena ligera de tipo hTINA1-L2:

Una cadena ligera de TINA1 humanizada disefiada implicando la sustitucion del aminoacido de la posicion 28
(histidina) con prolina, el aminoacido de la posicion 29 (lisina) con serina, el aminoacido de la posicion 30
(fenilalanina) con serina, el aminoacido de la posicion 31 (metionina) con leucina, el aminoacido de la posicion 33
(treonina) con alanina, el aminoacido de la posicion 40 (serina) con treonina, el aminoacido de la posicion 62
(glutamina) con lisina, el aminoacido de la posicién 63 (serina) con alanina, el aminoacido de la posicion 80 (acido
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aspartico) con serina, el aminoacido de la posicién 83 (treonina) con serina, el aminoacido de la posicion 90 (alanina)
con acido aspartico, el aminoacido de la posicion 93 (fenilalanina) con leucina, el aminoacido de la posicion 98
(valina) con leucina, el aminoacido de la posicion 100 (alanina) con prolina, el aminoacido de la posicion 103
(leucina) con fenilalanina, el aminoacido de la posicion 120 (alanina) con glutamina, el aminoacido de la posicion 126
(leucina) con isoleucina, y el aminoacido en la posicion 129 (alanina) con treonina ya que la cadena pesada de
TINA1 que se muestra en la SEQ ID NO: 10 del Listado de Secuencias se designé como una "cadena ligera de tipo
hTINA1-L2".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hTINA1-L2 se describe en la SEQ ID NO: 20 del Listado de
Secuencias. Una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 20, una secuencia que consiste en los
restos de aminoacidos 21 a 129 y una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 130 a 234 en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 20 corresponde a la secuencia de sefalizacion, la regién variable de la
cadena ligera, y la region constante de la cadena ligera, respectivamente. La secuencia de nucleétidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 se describe en la SEQ ID NO: 19 del Listado de Secuencias. Una
secuencia que consiste en los nucledtidos 1 a 60, una secuencia que consiste en los nucleotidos 61 a 387, y una
secuencia que consiste en los nucledtidos 388 a 702 en la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 19 codifica la
secuencia de sefializacion, la secuencia de la regidon variable de la cadena ligera, y la secuencia de la region
constante de la cadena ligera, respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 19 y la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 20 se describen también en la Figura 7.

6-3-3) cadena ligera de tipo hTINA1-L3:

Una cadena ligera de TINA1 humanizada disefiada implicando la sustitucion del aminoacido de la posicion 28
(histidina) con prolina, el aminoacido de la posicion 29 (lisina) con serina, el aminoacido de la posicion 30
(fenilalanina) con serina, el aminoacido de la posicion 31 (metionina) con leucina, el aminoacido de la posicion 33
(treonina) con alanina, el aminoacido de la posicion 40 (serina) con treonina, el aminoacido de la posicion 62
(glutamina) con lisina, el aminoacido de la posicion 63 (serina) con glutamina, el aminoacido de la posicion 80 (acido
aspartico) con serina, el aminoacido de la posicién 83 (treonina) con serina, el aminoacido de la posicion 90 (alanina)
con acido aspartico, el aminoacido de la posicion 93 (fenilalanina) con leucina, el aminoacido de la posicion 98
(valina) con leucina, el aminoacido de la posicion 100 (alanina) con prolina, el aminoacido de la posicion 103
(leucina) con fenilalanina, el aminoacido de la posicion 120 (alanina) con glutamina, el aminoacido de la posicion 126
(leucina) con isoleucina, y el aminoacido en la posicion 129 (alanina) con treonina ya que la cadena pesada de
TINA1 que se muestra en la SEQ ID NO: 10 del Listado de Secuencias se designé como una "cadena ligera de tipo
hTINA1-L3".

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hTINA1-L3 se describe en la SEQ ID NO: 22 del Listado de
Secuencias. Una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 20, una secuencia que consiste en los
restos de aminoacidos 21 a 129 y una secuencia que consiste en los restos de aminoacidos 130 a 234 en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 22 corresponde a la secuencia de sefalizacion, la regién variable de la
cadena ligera, y la region constante de la cadena ligera, respectivamente. La secuencia de nucledtidos que codifica
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 se describe en la SEQ ID NO: 21 del Listado de Secuencias. Una
secuencia que consiste en los nucledtidos 1 a 60, una secuencia que consiste en los nucleotidos 61 a 387, y una
secuencia que consiste en los nucleétidos 388 a 702 en la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 21 codifica la
secuencia de sefializacion, la secuencia de la regidon variable de la cadena ligera, y la secuencia de la region
constante de la cadena ligera, respectivamente. La secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 21 y la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 22 se describen también en la Figura 8.

[Ejemplo 7: Construccion del vector de expresion del anticuerpo hTINA1 y produccién del anticuerpo]
7-1) Construccion del vector de expresion de la cadena pesada de hTINA1
7-1-1) Construccion del vector de expresion hTINA1-H1

Se sintetizé un fragmento de ADN que contiene una secuencia de ADN que codifica la region variable de hTINA1-H1
que se muestra en las posiciones de los nucledtidos 36 a 437 de la secuencia de nucleétidos de hTINA1-H1
representada por la SEQ ID NO: 11 del Listado de Secuencias (GeneArt Artificial Gene Synthesis service). Se
amplificé un fragmento de ADN que contiene la secuencia de ADN que codifica la region variable de hTINA1-H1
utilizando el fragmento de ADN sintetizado como un molde, KOD-Plus-(Toyobo Co., Ltd.), y un conjunto de
cebadores descrito a continuacion, y se inserté en un sitio escindido por la enzima de restriccion Blpl del vector de
expresion pCMA-G1 de la cadena pesada de tipo IgG1 del anticuerpo quimérico y humanizado utilizando el kit de
clonacién de la PCR In-Fusion HD (Clontech Laboratories, Inc.) para construir un vector de expresion hTINA1-H1. El
vector de expresion obtenido se designé como "pCMA-G1/ hTINA1- H1".

Conjunto de cebadores

5’-agctcccagatgggtgctgage-3’' (SEQ ID NO: 41: cebador EG-Inf-F)

5’-gggcccttggtggaggctgage-3’ (SEQ ID NO: 42: cebador EG1-Inf-R)

7-1-2) construccion del vector de expresion hTINA1-H2
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Se sintetizé un fragmento de ADN que contiene una secuencia de ADN que codifica la region variable de hTINA1-H2
que se muestra en las posiciones de los nucleétidos 36 a 437 de la secuencia de nucleétidos de hTINA1-H2
representada por la SEQ ID NO: 13 del Listado de Secuencias (GeneArt Artificial Gene Synthesis service). y se
construyé un vector de expresion hTINA1-H2 de la misma manera que en el Ejemplo 7-1-1). El vector de expresion
obtenido se designé como "pCMA-G1/hTINA1- H2".

7-1-3) construccion del vector de expresion hTINA1-H3

Se sintetizé un fragmento de ADN que contiene una secuencia de ADN que codifica la region variable de hTINA1-H3
que se muestra en las posiciones de los nucleétidos 36 a 437 de la secuencia de nucleétidos de hTINA1-H3
representada por la SEQ ID NO: 15 del Listado de Secuencias (GeneArt Artificial Gene Synthesis service). y se
construyé un vector de expresion hTINA1-H3 de la misma manera que en el Ejemplo 7-1-1). El vector de expresion
obtenido se designé como "pCMA-G1/hTINA1- H3".

7-2) Construccion del vector de expresion de la cadena ligera de hTINA1
7-2-1) construccion del vector de expresion hTINA1-L1

Se sintetizé un fragmento de ADN que contiene una secuencia de ADN que codifica la regién variable de hTINA1-L1
que se muestra en las posiciones de los nucleétidos 38 a 402 de la secuencia de nucleétidos de hTINA1-L1
representada por la SEQ ID NO: 17 del Listado de Secuencias (GeneArt Artificial Gene Synthesis service). Se
amplificé un fragmento de ADN que contiene la secuencia de ADN que codifica la region variable de hTINA1-L1
utilizando el fragmento de ADN sintetizado como un molde, KOD-Plus-(Toyobo Co., Ltd.), y un conjunto de
cebadores descrito a continuacion, y se insertd en un sitio escindido por la enzima de restriccion BsiWI del vector de
expresion pCMA-LK de la cadena ligera del anticuerpo quimérico y humanizado utilizando el kit de clonacién de la
PCR In-Fusion HD (Clontech Laboratories, Inc.) para construir un vector de expresion hTINA1-L1. El vector de
expresion obtenido se designé como "pCMA-LK/ hTINA1- L1".

Conjunto de cebadores

5’-ctgtggatctccggegegtacgge-3' (SEQ ID NO: 43: cebador CM-LKF)

5’-ggagggggcggccaccgtacg-3’' (SEQ ID NO: 44: cebador KCL-Inf-R)

7-2-2) construccion del vector de expresion hTINA1-L2

Se sintetizd un fragmento de ADN que contiene una secuencia de ADN que codifica la region variable de hTINA1-L2
que se muestra en las posiciones de los nucleétidos 38 a 402 de la secuencia de nucleétidos de hTINA1-L2
representada por la SEQ ID NO: 19 del Listado de Secuencias (GeneArt Artificial Gene Synthesis service) y se
construy6 un vector de expresion hTINA1-L2 de la misma manera que en el Ejemplo 7-2-1). El vector de expresion
obtenido se designé como "pCMA-LK/ hTINA1- L2".

7-2-3) construccion del vector de expresion hTINA1-L3

Se sintetizé un fragmento de ADN que contiene una secuencia de ADN que codifica la regién variable de hTINA1-L3
que se muestra en las posiciones de los nucleétidos 38 a 402 de la secuencia de nucleétidos de hTINA1-L3
representada por la SEQ ID NO: 21 del Listado de Secuencias (GeneArt Artificial Gene Synthesis service) y se
construy6 un vector de expresion hTINA1-L3 de la misma manera que en el Ejemplo 7-2-1). El vector de expresion
obtenido se designé como "pCMA-LK/ hTINA1- L3".

7-3) Produccion y purificacion del anticuerpo hTINA1
7-3-1) Produccion a pequefia escala del anticuerpo hTINA1
Se produjo cada anticuerpo de la misma manera que en el Ejemplo 5-2-5).

El anticuerpo hTINA1 obtenido mediante la combinacion de pCMA-G1/hTINA1-H 1 y pCMA-LK/hTINA1-L1 se
designé como "hTINA1-H1L1"; El anticuerpo hTINA1 obtenido mediante la combinacion de pPCMA-G1/hTINA1-H2 y
pCMA-LK/hTINA1-L1 se designé como "hTINA1-H2L1"; El anticuerpo hTINA1 obtenido mediante la combinacion de
pCMA-G1/hTINA1-H2 y pCMA-LK/hTINA1-L2 se design6 como "hTINA1-H2L2"; y el anticuerpo hTINA1 obtenido
mediante la combinacion de pCMA-G1/hTINA1-H3 y pCMA-LK/hTINA1-L3 se designd como un anticuerpo "hTINA1-
H3L3".

7-3-2) Produccion del anticuerpo hTINA1
hTINA1-H1L1, hTINA1-H2L1, hTINA1-H2L2, y hTINA1-H3L3 se produjeron mediante el siguiente método.

Se subcultivaron células 293F FreeStyle (Invitrogen Corp.) y se cultivaron de acuerdo con el manual. 1,2 x 10°
células 293F FreeStyle (Invitrogen Corp.) en la fase de crecimiento logaritmico se sembraron en un matraz
Erlenmeyer Fernbach de 3 | (Corning Inc.), a continuacion se diluyeron con un medio de expresion FreeStyle 293
(Invitrogen Corp.) hasta 1,0 x 10° células/ml, y a continuacién se cultivaron con agitacién a 90 rpm durante 1 hora en
una estufa incubadora con CO; al 8 % a 37 °C. Se disolvié polietilenimina (Polyscience n.° 24765; 3,6 mg) en Opti-
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Pro SFM (Invitrogen Corp.; 20 ml). Después, el vector de expresion de la cadena ligera (0,8 mg) y el vector de
expresion de la cadena pesada (4 mg) preparados utilizando el kit PureLink HiPure Plasmid (Invitrogen Corp.) se
afiadieron a Opti-Pro SFM (Invitrogen Corp.; 20 ml). La solucién mixta del vector de expresion/Opti-Pro SFM (20 ml)
se afiadié a la solucién mixta de polietilenimina/Opti-Pro SFM (20 ml), y la mezcla se agitd6 suavemente, se dejo
ademas durante 5 minutos, y a continuacion se afadio a las células 293F FreeStyle. Un sobrenadante del cultivo
obtenido mediante cultivo en agitacion a 90 rpm durante 7 dias en una estufa incubadora con CO; al 8 % a 37 °C se
filtré a través de un filtro de capsulas desechable (AG) (ADVANTEC #CCS-045-E1H).

7 -3-3) Purificacion del anticuerpo hTINA1

Se purificé cada anticuerpo a partir del sobrenadante del cultivo obtenido anteriormente en 7-3-2) mediante dos
etapas que utilizan la cromatografia de afinidad de la rProteina A (4 a 6 °C) e hidroxiapatita ceramica (temperatura
ambiente). Se llevaron a cabo las etapas de sustitucion del tampodn tras la purificacion mediante la cromatografia de
afinidad de la rProteina A y tras la purificacion de la hidroxiapatita ceramica de 4 a 6 °C. En primer lugar, se aplicé el
sobrenadante del cultivo a MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Japan Corporation, columna HiTrap)
equilibrado con PBS. Tras la entrada del sobrenadante del cultivo completo en la columna, se lavé la columna con
PBS en una cantidad de al menos dos veces el volumen de la columna. A continuacion, se recogieron las fracciones
que contenian el anticuerpo mediante elucion con una solucién de clorhidrato de arginina 2 M (pH 4,0). Se sustituy6
el tampoén de las fracciones con PBS mediante didlisis (Thermo Fisher Scientific, Inc., Casete de dialisis Slide-A-
Lyzer) y a continuacion se diluyd 5 veces con un tampoén de fosfato de sodio 5 mM y MES 50 mM (pH 7,0). La
solucion de anticuerpo se aplicd a una columna de hidroxiapatita ceramica (Bio-Rad Laboratories, Inc., Columna de
hidroxiapatita Bio-Scale CHT de Tipo-l) equilibrada con un tampoén NaPi 5 mM, MES 50 mM, y NaCl 30 mM (pH 7,0).
Se recogieron las fracciones que contenian anticuerpos mediante elucion con un gradiente de concentracion linear
utilizando cloruro de sodio. Se sustituy6 el tampdn de las fracciones con HBS o (histidina 25 mM/sorbitol al 5 %, pH
6,0) mediante dialisis (Thermo Fisher Scientific, Inc., Casete de dialisis Slide-A-Lyzer). Por ultimo, se concentraron
las fracciones y se ajustaron a una concentracion de IgG de 20 mg/ml o mas utilizando el dispositivo de filtro de UF
de centrifuga VIVASPIN 20 (corte de pesos moleculares: UF10K, Sartorius AG, 4 °C), y se utilizaron como una
muestra purificada.

[Ejemplo de referencia 1: Produccién del vector de expresion del anticuerpo hRS7 y produccion del anticuerpo]

Se produjo el anticuerpo hRS7 sobre la base de las secuencias de aminoacidos de una cadena ligera y una cadena
pesada descritas en la publicacién internacional n.° WO 2003/074566.

1-1) Construccion del vector de expresion de la cadena pesada del anticuerpo hRS7

Se sintetizé un fragmento de ADN que contiene una secuencia de ADN que codifica la region variable de la cadena
pesada de un anticuerpo hRS7 que se muestra en las posiciones de los nucleétidos 36 a 437 de la secuencia de
nucleétidos de la cadena pesada del anticuerpo hRS7 representada por la SEQ ID NO: 29 del Listado de Secuencias
(GeneArt Artificial Gene Synthesis service). y se construyd un vector de expresion de la cadena pesada del
anticuerpo hRS7 de la misma manera que en el Ejemplo 7-1-1). El vector de expresion obtenido se designé como
"PCMA-G1/hRS7". La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo hRS7 se muestra en la SEQ ID
NO: 30 del Listado de Secuencias.

1-2) Construccion del vector de expresion de la cadena ligera del anticuerpo hRS7

Se sintetizé un fragmento de ADN que contiene una secuencia de ADN que codifica la region variable de la cadena
ligera del anticuerpo hRS7 que se muestra en las posiciones de los nucledtidos 38 a 402 de la secuencia de
nucleodtidos de la cadena ligera del anticuerpo hRS7 representada por la SEQ ID NO: 31 del Listado de Secuencias
(GeneArt Artificial Gene Synthesis service) y se construyd un vector de expresion de la cadena ligera del anticuerpo
hRS7 de la misma manera que en el Ejemplo 7-2-1). El vector de expresion obtenido se design6 como "pCMA-
LK/hRS7". La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo hRS7 se muestra en la SEQ ID NO: 32
del Listado de Secuencias.

1-3) Produccién y purificacion del anticuerpo hRS7
1-3-1) Produccion del anticuerpo hRS7

El anticuerpo hRS7 se produjo de la misma manera que en el Ejemplo 7-3-2) mediante la combinacién de pCMA-
G1/hRS7 y pCMA-LK/hRS?7.

1-3-2) Purificacion del anticuerpo hRS7

El anticuerpo se purificé a partir del sobrenadante del cultivo obtenido en 1-3-1) de la misma manera que en el
Ejemplo 7-3-3).

[Ejemplo 8: Medicion de la afinidad de union al antigeno del anticuerpo hTINA1 y el anticuerpo hRS7]

8-1 Medicidn de la afinidad de unién al antigeno utilizando el anticuerpo (sobrenadante del cultivo) producido a
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pequefia escala

Se evalu6 cada anticuerpo para su constante de disociacion para un antigeno (Qimera de Fc de TROP2 humano
recombinante) utilizando Biacore 3000 (GE Healthcare Japan Corporation) mediante el método de capturar el
anticuerpo como un ligando sobre un anticuerpo inmovilizado (Fab) anti-lIgG humana y evaluando el antigeno como
un analito. Aproximadamente 2000 UR del anticuerpo (Fab) anti-lgG humana (kit de captura de Fab humano, GE
Healthcare Japan Corporation) se unieron covalentemente a un chip detector CM5 (BlAcore, Inc.) mediante el
método de acoplamiento de la amina. De manera similar, se inmovilizé el anticuerpo sobre una celda de flujo de
referencia. El tampén de analisis utilizado fue HBS-EP+ (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,
tensioactivo P20 al 0,05 %). Se afadi6 el sobrenadante del cultivo que contenia el anticuerpo durante 80 segundos
sobre el chip inmovilizado con el anticuerpo (Fab) anti-IlgG humana, y a continuacién, Cada una de las diluciones en
serie (1 a 1000 nM) del antigeno se afadié al anterior a un caudal de 30 pyl/min durante 300 segundos.
Posteriormente, Se controld la fase de disociacion durante 600 segundos. Se afiadié al anterior Gly-HCI 10 mM (pH
1,5) que contenia DMSO al 20 % como una solucion regenerante a un caudal de 10 pl/min durante 60 segundos. Se
analizaron los datos utilizando el modelo de union bivalente de software analitico (software BlAevaluation, version
4.1) para calcular una constante kon de la velocidad de asociacion, una constante koff de la velocidad de disociacion
y una constante de disociacion (KD; KD = koff/kon).

[Tabla 1]

Nombre KD (M)

1 hTINA1-H1L1 | 6,3E-08

2 | hTINA1-H2L1 | 6,9E-08

3 | hTINA1-H2L2 | 7,1E-08
4 | hTINA1-H3L3 | 5,8E-08
5 cTINA1 5,6E-08

Actividad de unién utilizando el sobrenadante del cultivo como muestra de anticuerpo
8-2) Medicion de la afinidad de unién a antigeno utilizando anticuerpo purificado

Se evalu6 cada anticuerpo para su constante de disociacion para un antigeno (Qimera de Fc de TROP2 humano
recombinante) utilizando Biacore 3000 (GE Healthcare Japan Corporation) mediante el método de capturar el
anticuerpo como un ligando sobre un anticuerpo inmovilizado (Fab) anti-lIgG humana y evaluando el antigeno como
un analito. Aproximadamente 2000 UR del anticuerpo (Fab) anti-lgG humana (kit de captura de Fab humano, GE
Healthcare Japan Corporation) se unieron covalentemente a un chip detector CM5 (BlAcore, Inc.) mediante el
método de acoplamiento de la amina. De manera similar, se inmovilizé el anticuerpo sobre una celda de flujo de
referencia. El tampén de analisis utilizado fue HBS-EP+ (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,
tensioactivo P20 al 0,05 %). Se afiadio el anticuerpo durante 1 min sobre el chip inmovilizado con el anticuerpo (Fab)
anti-lgG humana, y a continuacion, Cada una de las diluciones en serie (1 a 1000 nM) del antigeno se afhadi6 al
anterior a un caudal de 30 pl/min durante 300 segundos. Posteriormente, Se control6 la fase de disociacion durante
600 segundos. Se afiadi6 NaOH 25 mM diluido con un tampén de analisis dos veces al anterior como una solucién
regenerante a un caudal de 100 pl/min durante 3 segundos. Se analizaron los datos de la misma manera que
anteriormente.

[Tabla 2]

Nombre KD (M)

1 hTINA1-H1L1 | 2,7E-08

2 | hTINA1-H2L1 | 3,0E-08

3 | hTINA1-H2L2 | 2,7E-08

4 | hTINA1-H3L3 | 1,5E-08

5 hRS7 3,0E-10

Medicion de la actividad de uniéon usando el anticuerpo purificado como muestra de anticuerpo [Ejemplo 9:
Produccion de hTINA1-H1L1 ADC (1)]
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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-illamino}-4-oxobutil)carbamato de terc-butilo

5 Acido 4-(terc-Butoxicarbonilamino)butanoico (0,237 g, 1,13 mmol) se disolvié en diclorometano (10 ml), Se afiadieron
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 agité durante 1 hora. La solucion de reaccion se afiadié gota a gota a una solucion de N,N-
dimetilformamida (10 ml) cargado con mesilato de exatecano (0,500 g, 0,94 mmol) y trietilamina (0,157 ml,

1,13 mmol), y se agit6é a temperatura ambiente durante 1 dia. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo

10 obtenido se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol =

(vIV)] para proporcionar el compuesto del titulo (0,595 g, cuantitativo).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 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),
1,89-1,82 (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=19,2 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,

15  J=11,0 Hz), 8,40 (1H, d, J=8,6 Hz).
EM (CLEM) m/z: 621 (M+H)".
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Proceso 2: Trifluoroacetato de 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-iljbutanoamida

El compuesto (0,388 g, 0,61 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior se disolvio en diclorometano (9 ml). Se
afadieron acido trifluoroacético (9 ml) y se agité durante 4 horas. El disolvente se eliminé a presién reducida y el
residuo obtenido se purifico6 mediante cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - capa organica
repartida de cloroformo : metanol : agua = 7 : 3 : 1 (v/v/v)] para proporcionar el compuesto del titulo (0,343 g,
cuantitativo).

RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) 5: 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 (CLEM) m/z: 521 (M+H)".

Proceso 3: 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

N-(terc-Butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanilglicina (0,081 g, 0,19 mmol) se disolvié en diclorometano (3 ml), se
afadieron N-hidroxisuccinimida (0,021 g, 0,19 mol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(0,036 g, 0,19 mmol) y a continuacién se agité durante 3,5 horas. La soluciéon de reaccién se afiadié gota a gota a
una solucion de N,N-dimetilformamida (1,5 ml) cargada con el compuesto (0,080 g, 0,15 mmol) obtenido en el
Proceso 2 anterior, y se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. El disolvente se eliminé a presion reducida y
el residuo obtenido se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol
= 8 : 2 (v/v)] para proporcionar el compuesto del titulo (0,106 g, 73 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 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=5,7 Hz), 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 (CLEM) m/z: 939 (M+H)".

Proceso 4: 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-ilJamino}-4-oxobutil)glicinamida

El compuesto (1,97 g, 2,10 mmol) obtenido en el Proceso 3 anterior se disolvié en diclorometano (7 ml). Después de
afadir el acido trifluoroacético (7 ml), se agité durante 1 hora. El disolvente se eliminé a presion reducida, y se cargd
con tolueno para destilacion azeotrépica. El residuo obtenido se purificd mediante cromatografia en columna de gel
de silice [cloroformo - capa organica repartida de cloroformo : metanol: agua = 7 : 3 : 1 (v/v/v)] para proporcionar el
compuesto del titulo (1,97 g, 99 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 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 (CLEM) m/z: 839 (M+H)".

Proceso  5: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-Diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoil]amino}etoxi)etoxi]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-ilJamino}-4-oxobultil)glicinamida

A una solucion en N,N-dimetilformamida (1,20 ml) del compuesto (100 mg, 0,119 mmol) obtenido en el Proceso 4
anterior, se afadieron diisopropiletilamina (20.8 pl, 0,119 mmol) y 3-(2-(2-(3-
maleinimidapropanamida)etoxi)etoxi)propanoato de N-succinimidilo (50,7 mg, 0,119 mmol) y se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora. El disolvente se elimind a presién reducida y el residuo obtenido se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 5 : 1 (v/v)] para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de un solido de color amarillo palido (66,5 mg, 48 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 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 (CLEM) m/z: 1149 (M+H)".

Proceso 6: Conjugado farmaco-anticuerpo (1)

Reduccion del anticuerpo: El hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
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anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comin B (usando como coeficiente de
absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1. La solucién (10,0 ml)
se recogio en un tubo de 50 ml y se cargd con una solucion acuosa de TCEP 10 mM TCEP (Tokyo Chemical
Industry Co., Ltd.) (0,317 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de
hidrogenofosfato dipotasico 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 ml). Tras confirmar que la solucion tenia pH 7,4 + 0,1,
el enlace disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacién a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras incubar la solucién anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a temperatura ambiente, se afadié a lo afadid a lo anterior una solucion de dimetil sulféxido
(0,567 ml). Posteriormente, una solucion de dimetil sulféxido 10 mM que contenia el compuesto obtenido en el
anterior Proceso 5 (0,635 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) se afiadié a lo anterior y se agité usando
un rotor 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 solucion acuosa (0,127 ml; 18,4
equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a lo anterior y se agité
para finalizar la reaccion del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos mas.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento comun D descrito en el Método
de produccion 1 para dar 35,0 ml de una solucion que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento comun E descrito en el Método de produccién 1 se
usaron €p 280 = 4964 (valor promedio medido), y €p 370 = 18982 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes
valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,70 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 94,5 mg (95 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 6,6.

[Ejemplo 10: Produccion de hTINA1-H1L1 ADC (2)]

[Férmula 26]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (2)

Reduccion del anticuerpo: ElI hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comin B (usando como coeficiente de
absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1. La solucién (2,00 ml)
se recogio en un tubo de 4 ml y se cargé con una solucion acuosa de TCEP 10 mM TCEP (Tokyo Chemical Industry
Co., Ltd.) (0,0690 ml; 5,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato
dipotasico 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,100 ml). Tras confirmar que la solucién tenia pH 7,4 £+ 0,1, el enlace disulfuro
en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacién a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras incubar la solucién anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una solucién de dimetil sulféxido (0,127 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que
contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 5 del Ejemplo 9 se afiadi6 a lo anterior y se incub6 para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 1 hora. A continuacion, una
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solucion acuosa (0,0190 ml; 13.8 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co.
LLC) se afiadio a lo anterior y se agitdé usando un rotor de tubos para finalizar 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 descrito en el Método
de produccion 1 para dar 9,00 ml de una solucidon que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento comun E descrito en el Método de produccién 1 se
usaron €p 280 = 4964 (valor promedio medido), y €p 370 = 18982 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes
valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,08 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 18,7 mg (94 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 6,1.

[Ejemplo 11: Produccion de hTINA1-H1L1 ADC (3)]

[Férmula 27]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (3)

Reduccion del anticuerpo: ElI hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comin B (usando como coeficiente de
absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1. La solucion (5,0 ml)
se recogio en un recipiente de 15 ml, se cargé con una solucion acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (Nacalai
Tesque, Inc.; 0,0813 ml) con agitacion, y a continuacion se agité a 37 °C durante 10 minutos. Tras afadir la anterior
a una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0745 ml; 2,3 equivalentes por
molécula de anticuerpo) con agitacién y confirmacion posterior de que la solucién tenia un pH de 7,0 £ 0,1, el enlace
disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante agitacion a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras agitar la solucion anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una solucion de dimetil sulféxido (0,162 ml; 5,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) que
contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 5 del Ejemplo 9 se afiadié gradualmente gota a gota y se
agitd 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 (0,0418 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM
(Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadio a lo anterior y se agitdé para finalizar la reacciéon del enlazador de farmaco a
temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento comun D descrito en el Método
de produccion 1 para dar 21,0 ml de una solucidon que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos comunes E y F descritos en el Método de
produccion 1 se usaron gpg2so = 4964 (valor promedio medido), y €psro = 18982 (valor promedio medido)), se
obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,19 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 46,0 mg (92 %), nimero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 3,6, y
numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el
Procedimiento comun F: 3,6.
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[Ejemplo 12: Produccién de hTINA1-H1L1 ADC (4)]
[Férmula 28]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (4)

Reduccion del anticuerpo: ElI hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10,0 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comun B (usando como coeficiente
de absorcién a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1. La solucion
(5,00 ml) se recogio en un recipiente de 15 ml, se cargd con una solucion acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(Nacalai Tesque, Inc.; 0,0813 ml) con agitacion, y a continuacion se agité a 37 °C durante 10 minutos. Tras ahadir la
anterior a una solucion acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,162 ml; 5,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) con agitacion y confirmacion posterior de que la solucion tenia un pH de 7,0 £ 0,1, el enlace
disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante agitacion a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras agitar la solucion anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una soluciéon de dimetil sulféxido (0,389 ml; 12,0 equivalentes por molécula de anticuerpo)
que contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 5 del Ejemplo 9 se afiadié gradualmente gota a gota y se
agitd 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 (0,0418 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM
(Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadio a lo anterior y se agitdé para finalizar 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 descrito en el Método
de produccion 1 para dar 21,0 ml de una solucion que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos comunes E y F descritos en el Método de
produccion 1 se usaron €pgso = 4964 (valor promedio medido), y €pasro = 18982 (valor promedio medido)), se
obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,19 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 46,0 mg (92 %), nimero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 7,0, y
numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el
Procedimiento comun F: 7,0.

[Ejemplo de referencia 13: Produccion de hRS7 ADC (5)]
[Férmula 29]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (5)

Reduccion del anticuerpo: El hRS7 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comun B (usando
como coeficiente de absorcion a 280 nm, 1,56)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1.
La solucion (2,0 ml) se recogié en un tubo de 4 ml y se cargd con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM TCEP
(Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0690 ml; 5,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa
de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,100 ml). Tras confirmar que la soluciéon tenia pH 7,4 +
0,1, el enlace disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacion a 37 °C durante 1
hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras incubar la solucién anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una solucion de dimetil sulféxido (0,127 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que
contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 5 del Ejemplo 9 se afiadid a lo anterior y se incub6 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 (0,0190 ml; 13.8 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co.
LLC) se afiadio a lo anterior y se agité usando un rotor de tubos para finalizar 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 descrito en el Método
de produccion 1 para dar 9,00 ml de una solucion que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento comun E descrito en el Método de produccién 1 se
usaron €p 280 = 4964 (valor promedio medido), y €p 370 = 18982 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes
valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,04 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 18,4 mg (92 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 6,2.

[Ejemplo 14: Produccién de hTINA1-H1L1 ADC (6)]
[Férmula 30]
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Proceso 1: Acetato de ({N-[(9H-Fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicil}amino)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
calento6 a temperatura de reflujo durante 5 horas. Después de enfriar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente,
las sustancias insolubles se eliminaron mediante filtracion en Celite, y se concentré a presion reducida. El residuo
obtenido se disolvid en acetato de etilo y se lavd con agua y solucion saturada de salmuera, y a continuacion la capa
acuosa se seco con sulfato de magnesio anhidro. Una vez que el disolvente se eliminé a presion reducida, el residuo
obtenido se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice [hexano : acetato de etilo = 9 : 1 (v/v) - acetato
de etilo] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido incoloro (3,00 g, 67 %).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) &: 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=7,3 Hz),
7,77 (2H, d, J=7,3 Hz).

Proceso 2: [({N-[(9H-Fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicillamino)metoxilacetato de bencilo

A una solucioén en 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 afiadi6 terc-butéxido de potasio (2,24 g, 20,0 mmol) a 0 °C y se agité a
temperatura ambiente durante 15 minutos. La solucién de reaccion se cargé con acetato de etilo y aguaa 0 °C y se
extrajo con acetato de etilo y cloroformo. La capa organica obtenido se secd con sulfato sédico y se filtrd. El
disolvente se retird a presion reducida. El residuo obtenido se disolvio en dioxano (40,0 ml) y agua (10,0 ml), se
cargd con hidrogenocarbonato de sodio (1,01 g, 12,0 mmol) y cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (2,59 g, 10,0 mmol),
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y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La soluciéon de reacciéon se cargd con agua y se extrajo con
acetato de etilo. La capa organica obtenido se secé con sulfato sodico y se filtrd. El disolvente se eliminé a presion
reducida y el residuo obtenido se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice [hexano : acetato de
etilo = 100 : 0 (v/v) - 0 : 100] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de una sustancia oleosa incolora
(1,88 g, 40 %).

RMN g?H (400 MHz, CDClIs) &: 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 (7H, 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). Tras afadir catalizador de paladio sobre carbono (376 mg), se agité bajo atmosfera de hidréogeno a
temperatura ambiente durante 2 horas. Las sustancias insolubles se eliminaron mediante filtracién con Celite, y el
disolvente se eliminé a presion reducida para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido incoloro
(1,52 9 cuantitativo).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 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: (2-{[(2-{[(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}-2-oxoetoxi)metillamino}-2-oxoetil)carbamato de 9H-
Fluoren-9-ilmetilo

Con enfriamiento de hielo, a una solucién de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) de mesilato de exatecano (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 afiadieron N,N-diisopropiletilamina (92,9 ul, 0,533 mmol) y N,N’-diciclohexilcarbodiimida
(0,143 g, 0,693 mmol) y se agit6é a temperatura ambiente durante 3 dias. El disolvente se elimind a presién reducida
y el residuo obtenido se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - capa organica
repartida de cloroformo : metanol : agua = 7: 3 : 1 (v/v)] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un
solido de color marrén palido (0,352 g, 82 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) 8: 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=7,4 Hz), 7,53 (1H, t, J=6,3 Hz), 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 solucion en N,N-dimetilformamida (11,0 ml) del compuesto (0,881 g, 1,10 mmol) obtenido en el Proceso 4
anterior, se afadio piperidina (1,1 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El disolvente se eliminé a
presién reducida para dar un mezcla que contenia el compuesto del titulo. La mezcla se utilizéd en 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 de hielo, a una solucion en 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 (patente japonesa abierta a consulta N.°2002-60351; 0,440g, 0,878 mmol), se afadi6 N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (0,181 g, 0,878 mmol) y se agit6 a temperatura ambiente durante 4 dias. El disolvente se
eliminé a presion reducida y el residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
[cloroformo - cloroformo : metanol = 9 : 1 (v/v)] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un soélido 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)metil]glicinamida

A una solucion en 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 eliminé a presién reducida para dar un mezcla que contenia el compuesto del titulo. La mezcla se utilizé en 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
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A una solucion en N,N-dimetilformamida (10,0 ml) del compuesto (0,253 mmol) obtenido en el Proceso 7 anterior, se
afiadié hexanoato de N-succinimidil-6-maleimida (0,156 g, 0,506 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 3
dias. El disolvente se eliminé a presidon reducida y el residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice [cloroformo - cloroformo : metanol = 9 : 1 (v/v)] para proporcionar el compuesto del titulo en
forma de un solido de color amarillo palido (0,100 g, 38 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 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=7,8 Hz), 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 farmaco-anticuerpo (6)

Reduccion del anticuerpo: ElI hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comun B (usando como coeficiente de
absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccién 1. La solucién (10,0 ml)
se recogio en un tubo de 50 ml y se cargd con una solucion acuosa de TCEP 10 mM TCEP (Tokyo Chemical
Industry Co., Ltd.) (0,317 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de
hidrogenofosfato dipotasico 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 ml). Tras confirmar que la solucion tenia pH 7,4 + 0,1,
el enlace disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacién a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras incubar la solucién anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a temperatura normal, se afiadi6 a lo afiadié a lo anterior una solucién de dimetil sulféxido (0,567 ml).
Posteriormente, una solucion de dimetil sulfoxido 10 mM que contenia el compuesto obtenido en el anterior Proceso
8 (0,635 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) se afiadié a lo anterior y se agité usando un rotor de tubos
para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 40 minutos. A
continuacién, una solucidon acuosa (0,127 ml; 18,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM
(Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadio a lo anterior y se agitdé para finalizar la reaccion del enlazador de farmaco a
temperatura ambiente durante 20 minutos mas.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento comun D descrito en el Método
de produccion 1 para dar 35,0 ml de una solucion que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento comun E descrito en el Método de produccién 1 se
usaron €p 280 = 5178 (valor promedio medido), y €p 370 = 20217 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes
valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,70 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 94,5 mg (95 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 6,4.

[Ejemplo 15: Produccién de hTINA1-H1L1 ADC (7)]
[Férmula 31]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (7)
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Reduccion del anticuerpo: El hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comun B (usando como coeficiente de
absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1. La solucion (2,0 ml)
se recogio en un tubo de 4 ml y se cargd con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM TCEP (Tokyo Chemical Industry
Co., Ltd.) (0,0690 ml; 5,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato
dipotasico 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0299 ml). Tras confirmar que la solucién tenia pH 7,0 + 0,1, el enlace
disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacion a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras incubar la solucién anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una solucién de dimetil sulféxido (0,127 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que
contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 8 del Ejemplo 14 se afiadi6 a lo anterior y 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 (0,0190 ml; 13.8 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co.
LLC) se afiadio a lo anterior y se agitdé usando un rotor de tubos para finalizar 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 descrito en el Método
de produccion 1 para dar 9,00 ml de una solucidon que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento comun E descrito en el Método de produccién 1 se
usaron €p 280 = 5178 (valor promedio medido), y €p 370 = 20217 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes
valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,04 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 18,4 mg (92 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 5,7.

[Ejemplo 16: Produccion de hTINA1-H1L1 ADC (8)]
[Férmula 32]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (8)

Reduccion del anticuerpo: El hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comin B (usando como coeficiente de
absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1. La solucién (30,0 ml)
se recogid en un recipiente de 100 ml, se cargd con una solucidon acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(Nacalai Tesque, Inc.; 0,4875 ml) con agitacion, y a continuacion se agité a 37 °C durante 10 minutos. Tras ahadir la
anterior a una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,9721 ml; 5,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) con agitacién y confirmacion posterior de que la solucién tenia un pH de 7,0 £ 0,1, el enlace
disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante agitacion a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras agitar la solucion anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una solucion de dimetil sulféxido (2,33 ml; 12,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) que
contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 8 del Ejemplo 14 se afiadié gradualmente gota a gota y se
agitd para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo en un bafio de agua a 15 °C durante 1 hora. A
continuacién, una solucidon acuosa (0,251 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM
(Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadio a lo anterior y se agitdé para finalizar la reacciéon del enlazador de farmaco a
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temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La soluciéon anterior se sometié a purificaciéon usando el Procedimiento comun D descrito en el Método
de produccion 1 para dar 98,0 ml de una solucién que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo. Después,
la solucién se concentré segun el Procedimiento comun A descrito en el Método de produccion 1 para dar 17,5 ml de
una solucién que contenia el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos comunes E y F descritos en el Método de
produccion 1 se usaron €pg2s0 = 5178 (valor promedio medido), y €psro = 20217 (valor promedio medido)), se
obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 14,6 mg/ml, rendimiento de
anticuerpo: 256 mg (85 %), numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo,
medido segun el Procedimiento comin E: 6,7, y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por
molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun F: 7,0.

[Ejemplo 17: Produccion de hTINA1-H1L1 ADC (9)]
[Férmula 33]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (9)

Reduccion del anticuerpo: ElI hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comun B (usando como coeficiente de
absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de producciéon 1. La solucion (5,0 ml)
se recogio en un recipiente de 15 ml, se cargé con una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (Nacalai
Tesque, Inc.; 0,0813 ml) con agitacion, y a continuacion se agité a 37 °C durante 10 minutos. Tras afadir la anterior
a una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0778 ml; 2,4 equivalentes por
molécula de anticuerpo) con agitaciéon y confirmacion posterior de que la solucién tenia un pH de 7,0 £ 0,1, el enlace
disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante agitacion a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras agitar la solucion anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una solucion de dimetil sulféxido (0,162 ml; 5,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) que
contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 8 del Ejemplo 14 se afiadié gradualmente gota a gota y se
agitd 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 (0,0418 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM
(Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadi6 a lo anterior y se agitdé para finalizar la reacciéon del enlazador de farmaco a
temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento comun D descrito en el Método
de produccion 1 para dar 21,0 ml de una solucion que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos comunes E y F descritos en el Método de
produccion 1 se usaron €pg2s0 = 5178 (valor promedio medido), y €psro = 20217 (valor promedio medido)), se
obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,26 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 47,5mg (95 %), nimero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 3,5, y
numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el
Procedimiento comun F: 3,6.
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[Ejemplo de referencia 18: Produccion de hRS7 ADC (10)]
[Férmula 34]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (10)

Reduccion del anticuerpo: El hRS7 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comun B (usando
como coeficiente de absorcion a 280 nm, 1,56)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1.
La solucion (2,0 ml) se recogié en un tubo de 4 ml y se cargd con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM TCEP
(Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0690 ml; 5,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa
de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0299 ml). Tras confirmar que la solucion tenia pH 7,0
0,1, el enlace disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacion a 37 °C durante 1
hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras incubar la solucién anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una soluciéon de dimetil sulféxido (0,1269 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo)
que contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 8 del Ejemplo 14 se afiadié a lo anterior y se incubo 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 (0,0190 ml; 13.8 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co.
LLC) se afiadio a lo anterior y se agité usando un rotor de tubos para finalizar la reaccion del enlazador de farmaco a
temperatura ambiente durante 20 minutos.

Purificacion: La soluciéon anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento comun D descrito en el Método
de produccion 1 para dar 9,00 ml de una solucidon que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento comun E descrito en el Método de produccién 1 se
usaron €p 280 = 5178 (valor promedio medido), y €p 370 = 20217 (valor promedio medido)), se obtuvieron los siguientes
valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,07 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 18,6 mg (93 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 5,6.

[Ejemplo 19: Produccion de hTINA1-H1L1 ADC (11)]
[Férmula 35]
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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

Se hizo reaccionar mesilato de exatecano (3,10 g, 5,47 mol) de la misma forma que en el Proceso 1 del Ejemplo 1
usando acido {2-[(terc-Butoxicarbonil)amino]etoxilacético (J. Med. Chem., 1992, Vol. 35, pag. 2928; 1,55,
6,01 mmol) en lugar de acido 4-(terc-Butoxicarbonilamino)butanoico para proporcionar el compuesto del titulo en
forma de un solido de color amarillo palido (2,56 g, 73 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 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 (CLEM) m/z: 637 (M+H)".

Proceso  2: Trifluoroacetato  de  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-ilJlacetamida

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 proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sdlido de color amarillo palido
(1,50 9 cuantitativo).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 6: 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 (CLEM) m/z: 537 (M+H)".

Proceso 3: N-(terc-Butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-[2-(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
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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 (554 mg, 0,85 mmol) obtenido en el Proceso 2 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el
Proceso 3 del Ejemplo 1 para proporcionar el compuesto del titulo (775 mg, 95 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 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 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 (CLEM) m/z: 955 (M+H)".

Proceso 4: 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 3 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 4 del Ejemplo 1 para proporcionar el compuesto del titulo (588 mg, 92 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 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 (CLEM) m/z: 855 (M+H)".

Proceso 5: 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 4 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 5 del Ejemplo 1 usando trietilamina (31,4 ul, 0,22 mmol) en lugar de diisopropiletilamina y hexanoato de
N-succinimidil 6-maleimida (95,3 mg, 0,31 mmol) en lugar de 3-(2-(2-(3-
maleinimidapropanamida)etoxi)etoxi)propanoato de N-succinimidilo para proporcionar el compuesto del titulo
(162 mg, 62 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 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 (CLEM) m/z: 1048 (M+H)".

Proceso 6: Conjugado farmaco-anticuerpo (11)

Reduccion del anticuerpo: El hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comin B (usando como coeficiente de
absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1. La solucion (3,0 ml)
se recogio en un recipiente de 15 ml, se cargé con una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (Nacalai
Tesque, Inc.; 0,0488 ml) con agitacion, y a continuacion se agité a 37 °C durante 10 minutos. Tras afhadir la anterior
a una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0972 ml; 5,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) con agitacion y confirmacion posterior de que la solucién tenia un pH de 7,0 £ 0,1, el enlace
disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante agitacion a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras agitar la solucion anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a 15 °C, una solucién de dimetil sulféxido (0,2333 ml; 12,0 equivalentes por molécula de anticuerpo)
que contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 8 del Ejemplo 11 se afiadié gradualmente gota a gota y
se agitdé 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 (0,0251 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM
(Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadio a lo anterior y se agitdé para finalizar 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 descrito en el Método
de produccidon 1 para dar 14 ml de una solucion que contiene el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos comunes E y F descritos en el Método de
produccion 1 se usaron €pg2s0 = 5193 (valor promedio medido), y €pasro = 20347 (valor promedio medido)), se
obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.
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Concentracion de anticuerpo: 1,93 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 27,0 mg (90 %), nimero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 7,1, y
numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el
Procedimiento comun F: 7,0.

[Ejemplo de referencia 2: Produccion de hRS7-CL2A-SN38 (12)]
[Férmula 36]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (12)

Reduccion del anticuerpo: El hRS7 producido en el Ejemplo de Referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comun B (usando
como coeficiente de absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comun C descrito en el Método de produccion 1.
La solucién (10,0 ml) se recogié en un tubo de 50 ml y se cargdé con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM TCEP
(Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,317 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una soluciéon acuosa
de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 ml). Tras confirmar que la solucion tenia pH 7,4 +
0,1, el enlace disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacion a 37 °C durante 1
hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Tras incubar la solucién anterior durante 10 minutos en un
bafio de agua a temperatura normal, se afiadi6 a lo afiadié a lo anterior una solucién de dimetil sulféxido (0,567 ml).
Posteriormente, una solucion de dimetilsulféxido que contenia 10 mM de CL2A-SN38 sinterizado de acuerdo con la
publicacion de patente de los Estados Unidos n.° 2011/0293513 (0,635 ml; 9,2 equivalentes por molécula de
anticuerpo) se afiadio a lo anterior y se agité usando un rotor de tubos para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a temperatura ambiente durante 40 minutos. A continuacién, una solucion acuosa (0,127 ml; 18,4
equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a lo anterior y se agité
para finalizar la reaccién del enlazador de farmaco a temperatura ambiente durante 20 minutos mas.

Purificacion: La solucion de reaccion anterior se sometid repetidamente dos veces a filtracion en gel y purificacion
como se describe en el Procedimiento comiun D del Método de produccion y posteriormente se sometid
analogamente a purificacion mediante filtracién en gel con la columna NAP-25 usando una solucion de trehalosa

67



10

15

20

25

30

35

ES 2703903 T3

25 mM que contiene polisorbato 80 (0,01 %). Después, el eluato obtenido (35 ml) se criodesecd. Caracterizacion
fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento comin E descrito en el Método de producciéon 1 para el eluato
antes de la criodesecacion, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 2,78 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 97,3 mg (97 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,6.

[Ejemplo 20: Produccion de hTINA1-H1L1 ADC (13)]
[Férmula 37]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (13)

Reduccion del anticuerpo: ElI hTINA1-H1L1 producido en el Ejemplo 7 se prepard para tener una concentracion de
anticuerpo de 10 mg/ml por sustitucion del medio con PBS6.0/EDTA mediante el uso del Procedimiento comun B
(usando como coeficiente de absorcion a 280 nm, 1,54)) y el Procedimiento comin C descrito en el Método de
produccion 1. La solucién (100 ml) se introdujo en un matraz Erlenmeyer de policarbonato de 250 ml, se cargé con
una solucion acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (1,4 ml) a temperatura ambiente con agitacion mediante
agitador magnético, y a continuacion se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (1,62 ml; 2,5 equivalentes
por molécula de anticuerpo). Tras confirmar que la solucién tenia pH 7,0 £ 0,1, la agitacion se finalizo, y el enlace
disulfuro en la parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacion a 37 °C durante 2 horas.

Conjugacion entre el anticuerpo y enlazador de farmaco: Después de enfriar la solucion anterior a 15 °C, se afiadio
gradualmente DMSO (3,24 ml) gota a gota con agitacion a lo anterior. Posteriormente, una solucion de DMSO que
contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Proceso 8 del Ejemplo 14 (1,76 ml; 5,0 equivalentes por molécula de
anticuerpo) se afadioé gradualmente gota a gota al anterior. Esta solucion se agité para conjugar el enlazador de
farmaco con el anticuerpo a 15 °C durante 1 hora. A continuacion, una solucion acuosa (0,324 ml; 5,0 equivalentes
por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se afiadié a lo anterior con agitacién y se incub6 para finalizar la
reaccion del enlazador de farmaco sin reaccionar a temperatura ambiente durante 20 minutos mas.

Purificacién: Una solucién acuosa de acido acético al 20 % (aproximadamente 0,52 ml) y ABS (100 ml) se afiadieron
gradualmente a la solucion anterior con agitacion para ajustar el pH de la solucién a 5,5 + 0,1. Esta solucion se
sometié a microfiltracion (0,45 um, membrana de PVDF) para eliminar la turbidez de color blanco y proporcionar
aproximadamente 200 ml de un filtrado. Este filtrado se sometié a purificaciéon mediante ultrafiltracion usando un
aparato de ultrafiltracion compuesto por una membrana de ultrafiltracion (Merck Japan, Pellicon XL Cassette,
Ultracell 30 KDa), una bomba de tubo (Cole-Parmer International, MasterFlex Pump modelo 77521-40, Pump Head
modelo 7518-00), y un tubo (Cole-Parmer International, MasterFlex Tube L/S16). Especificamente, mientras el ABS
se afadioé gota a gota (un total de 1600 ml) como solucion tampdn para purificacion a la soluciéon de reaccion, se
llevé a cabo la purificacion por ultrafiltracion para eliminar los enlazadores de farmaco no conjugados y otros
reactivos de bajo peso molecular, sustituyendo también la solucién tampon con ABS, y concentrando ademas la
solucién. La solucion obtenida y purificada se sometié a microfiltracion (0,22 ym, membrana de PVDF) para dar
88 ml de una solucidn que contenia el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento comun E y el Procedimiento comun F (se usaron
€p,280 = 5178, y €p370 = 2 02 1 7), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.
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Concentracion de anticuerpo: 9,96 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 876 mg (88 %), nimero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento comun E: 3,8, y
numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el
Procedimiento comun F: 3,8.

[Ejemplo 21: Evaluacion del efecto antitumoral de ADC] 21-a) Efecto antitumoral de ADC - (1)

Raton: Ratones hembra BALB/c-nu/nu de 5 a 6 semanas de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) se
aclimataron durante de 4 a 7 dias en condiciones SPF antes de su uso en el experimento. Los ratones se
alimentaron con pienso sdlido esterilizado (FR-2, Funabashi Farms Co., Ltd) y se les proporcioné agua de grifo
esterilizada (preparada mediante la adicién de 5 a 15 ppm de solucién de hipoclorito sédico).

Ensayo y calculo de la expresion: En todos los estudios, el eje mayor y el eje menor del tumor se midieron dos veces
a la semana mediante el uso de un calibre digital (CD-15C, Mitutoyo Corp.), y se calculé el volumen tumoral (mm?®).
La expresion de calculo es como se muestra a continuacion.

Volumen tumoral (mm?®) = 1/2 x Eje mayor (mm) x [Eje menor (mm)J?

Todos los conjugados de farmaco-anticuerpo se diluyeron con solucion salina fisiolégica (Otsuka Pharmaceutical
Factory, Inc.) y se usaron a un volumen de 10 ml/kg para la administracién intravenosa en la cola de cada ratén. Una
linea de células de cancer colorrectal humano COLO205 se adquirid de la ATCC y se suspendi6é en solucién salina
fisiologica. 2 x 10° células de la suspension se trasplantaron por via subcutanea en el abdomen derecho de cada
raton hembra BALB/c-nu/nu (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 7. El conjugado farmaco-
anticuerpo (1), (6), o (12) se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la cola de cada raton los
Dias 7, 14, y 21. El anticuerpo no conjugado hTINA1-H1L1 y el anticuerpo hRS7 se administraron, cada uno de ellos,
como control negativo a una dosis de 25 mg/kg por la misma via que anteriormente. La administracion del conjugado
farmaco-anticuerpo (1) o (6) disminuyd notablemente el volumen tumoral en comparacion con la administracion del
conjugado farmaco-anticuerpo (12), y ambos conjugados farmaco-anticuerpo ejercid un efecto inhibidor sobre el
crecimiento tumoral (Figura 13). En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de dias, y la ordenada
representa graficamente el volumen tumoral.

21-b) Efecto antitumoral de ADC - (2)

Una linea de células de adenocarcinoma pancreatico humano Bx-PC3 adquirida de la ATCC se trasplanté a cada
ratéon hembra BALB/c-nu/nu y después se pasé como injerto tumoral solido. Este injerto tumoral se trasplantd por via
subcutanea al abdomen derecho de cada ratén hembra BALB/c-nu/nu (Dia 0), y los ratones se agruparon
aleatoriamente el Dia 16. El conjugado farmaco-anticuerpo (1), (6), o (12) se administrd por via intravenosa a una
dosis de 10 mg/kg en la cola de cada ratén los Dias 16, 23, y 30. El anticuerpo no conjugado hTINA1-H1L1 y el
anticuerpo hRS7 se administraron, cada uno de ellos, como control negativo a una dosis de 25 mg/kg por la misma
via que anteriormente. La administracion del conjugado farmaco-anticuerpo (1) o (6) disminuy6é notablemente el
volumen tumoral en comparacién con la administracion del conjugado farmaco-anticuerpo (12), y ambos conjugados
farmaco-anticuerpo ejercié un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral (Figura 14).

21-c) Efecto antitumoral de ADC - (3)

Una linea de células de adenocarcinoma pancreatico humano Capan-1 adquirida de la ATCC se trasplanté a cada
raton hembra BALB/ c,/nu y después se pas6 como injerto tumoral sélido. Este injerto tumoral se trasplanté por via
subcutanea al abdomen derecho de cada ratén hembra BALB/c-nu/nu (Dia 0), y los ratones se agruparon
aleatoriamente el Dia 18. El conjugado farmaco-anticuerpo (1), (6), o (12) se administrd por via intravenosa a una
dosis de 10 mg/kg en la cola de cada ratén los Dias 18, 25, y 32. El anticuerpo no conjugado hTINA1-H1L1 y el
anticuerpo hRS7 se administraron, cada uno de ellos, como control negativo a una dosis de 25 mg/kg por la misma
via que anteriormente. La administracion del conjugado farmaco-anticuerpo (1) o (6) disminuy6é notablemente el
volumen tumoral en comparacién con la administracion del conjugado farmaco-anticuerpo (12), y ambos conjugados
farmaco-anticuerpo ejercio un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral (Figura 15).

21-d) Efecto antitumoral de ADC - (4)

COLO205 se trasplanté por via subcutanea a cada ratén hembra BALB/c-nu/nu de la misma forma que en el
Ejemplo 21-a) (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 11. El conjugado farmaco-anticuerpo (2) o
(5) a una dosis de 10 mg/kg y el conjugado farmaco-anticuerpo (7) o (10) a una dosis de 3 mg/kg se administraron
por via intravenosa, respectivamente, en la cola de cada raton los Dias 11, 18, y 25. Todos los conjugados farmaco-
anticuerpo (2), (5), (7), y (10) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral (Figura 16).

21-e) Efecto antitumoral de ADC - (5)

Bx-PC3 se trasplanté por via subcutanea a cada ratén hembra BALB/c-nu/nu de la misma forma que en el Ejemplo
21-b) (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 25. El conjugado farmaco-anticuerpo (2), (5), (7), o
(10) se administré por via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada ratén los Dias 25 y 32. Todos los
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conjugados farmaco-anticuerpo (2), (5), (7), y (10) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento
tumoral (Figura 17).

21-f) Efecto antitumoral de ADC - (6)

COLO205 se trasplanté por via subcutanea a cada ratén hembra BALB/c-nu/nu de la misma forma que en el
Ejemplo 21-a) (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 9. El conjugado farmaco-anticuerpo (3), (4),
(8), 0 (9) se administrd por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la cola de cada raton los Dias 9 y 16. Todos
los conjugados farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), y (9) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el
crecimiento tumoral (Figura 18).

21-g) Efecto antitumoral de ADC - (7)

Bx-PC3 se trasplanté por via subcutanea a cada raton hembra BALB/c-nu/nu de la misma forma que en el Ejemplo
21-b) (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 21. El conjugado farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o
(9) se administré por via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada ratén los Dias 21 y 28. Todos los
conjugados farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), y (9) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento
tumoral (Figura 19).

21-h) Efecto antitumoral de ADC - (8)

8 x 10° células de una linea de células de cancer de ovario humano NIH:OVCAR-3 adquirida de la ATCC se
suspendieron en Matrigel (Becton, Dickinson and Company) y se trasplantaron por via subcutanea a cada ratdn
hembra BALB/c-nu/nu (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 25. El conjugado farmaco-anticuerpo
(3), (4), (8), 0 (9) se administrd por via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada ratén el Dia 25. Todos
los conjugados farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), y (9) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el
crecimiento tumoral (Figura 20).

21-i) Efecto antitumoral de ADC - (9)

1 x 10’ células de una linea de células de cancer gastrico humano NCI-N87 adquirida de la ATCC se suspendieron
en solucion salina fisiologica y se trasplantaron por via subcutanea a cada raton hembra BALB/c-nu/nu (Dia 0), y los
ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 6. El conjugado farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9) se administré por
via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada ratén el Dia 6. Todos los conjugados farmaco-anticuerpo
(3), (4), (8), y (9) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral (Figura 21).

21-j) Efecto antitumoral de ADC - (10)

5 x 10° células de una linea de células de cancer de pulmén humano NCI-H292 adquirida de la ATCC se
suspendieron en solucién salina fisioldgica y se trasplantaron por via subcutanea a cada ratén hembra BALB/c-nu/nu
(Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 9. El conjugado farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9) se
administré por via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada ratén el Dia 9. Todos los conjugados
farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), y (9) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral
(Figura 22).

21-k) Efecto antitumoral de ADC - (11)

3 x 10° células de una linea de células de cancer de garganta humano FaDu adquirida de la ATCC se suspendieron
en solucion salina fisiologica y se trasplantaron por via subcutanea a cada ratéon hembra BALB/c-nu/nu (Dia 0), y los
ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 11. El conjugado farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9) se administré por
via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada raton el Dia 11. Todos los conjugados farmaco-anticuerpo
(3), (4), (8), y (9) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral (Figura 23).

21-1) Efecto antitumoral de ADC - (12)

4 x 10° células de una linea de células de adenocarcinoma pancreatico humano CFPAC-1 adquirida de la ATCC se
suspendieron en solucién salina fisioldgica y se trasplantaron por via subcutanea a cada ratén hembra BALB/c-nu/nu
(Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 14. El conjugado farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), o (9) se
administré por via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada ratén el Dia 14. Todos los conjugados
farmaco-anticuerpo (3), (4), (8), y (9) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral
(Figura 24).

21-m) Efecto antitumoral de ADC - (13)

CFPAC-1 se trasplanto por via subcutanea a cada ratén hembra BALB/c-nu/nu de la misma forma que en el Ejemplo
21-1(Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 14. El conjugado farmaco-anticuerpo (8), o (13) se
administré por via intravenosa a una dosis de 1 mg/kg en la cola de cada ratén el Dia 14. Todos los conjugados
farmaco-anticuerpo (8) o (13) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral (Figura 25).
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21-n) Efecto antitumoral de ADC - (14)

3 x 10° células de una linea de células de adenocarcinoma pancreatico humano HPAC adquirida de la ATCC se
suspendieron en solucién salina fisioldgica y se trasplantaron por via subcutanea a cada ratén hembra BALB/c-nu/nu
(Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 12. El conjugado farmaco-anticuerpo (8), o (13) se
administré por via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada ratén el Dia 12. Todos los conjugados
farmaco-anticuerpo (8) o (13) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral (Figura 26).

21-0) Efecto antitumoral de ADC - (15)

Tejidos de cancer esofagico humano obtenido de la Japan Health Sciences Foundation se trasplantaron por via
subcutanea a cada raton NOG (Central Institute for Experimental Animals) y se dejaron crecer. El injerto tumoral
obtenido se trasplanté adicionalmente por via subcutanea al cada raton hembra NOD-scid (Charles River
Laboratories Japan, Inc.) (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente el Dia 27. El conjugado farmaco-
anticuerpo (8), o (13) se administrdé por via intravenosa a una dosis de 3 mg/kg en la cola de cada ratén el Dia 27.
Ambos conjugados farmaco-anticuerpo (8) o (13) administrados ejercieron un efecto inhibidor sobre el crecimiento
tumoral (Figura 27).

[Ejemplo 22: Evaluacion del efecto inhibidor sobre el crecimiento celular de ADC]

BxPC3, NCI-H292, NIH:OVCAR-3, CFPAC-1, FaDu, una linea de células de cancer de pulmén humano Calu-3
(ATCC), y una linea de células de cancer de ovario humano CaOV3 (ATCC) como lineas celulares positivas para el
antigeno TROP2, y una linea de células de cancer de pulmén humano Calu-6 (ATCC) y una linea de células de
melanoma cutaneo humano A375 (ATCC) como lineas celulares negativas para el antigeno TROP2 se usaron en la
evaluacion del efecto inhibidor del crecimiento celular de cada ADC. BxPC3 y NCI-H292 se prepararon con medio
RPMI1640 (Gibco) que contenia suero de feto bovino al 10 % (Moregate Biotech), NIH:OVCAR-3 se prepar6 con
medio RPMI1640 Medium que contenia suero de feto bovino al 20 % y 0,01 mg/ml de insulina (Invitrogen Corp.),
CFPAC-1 se prepar6é con medio de Dulbecco modificado por Iscove (Gibco) que contenia suero de feto bovino al
10%, FaDu, Calu-3, y Calu-6 se prepararon con medio esencial Minimo de Eagle (ATCC) que contenia suero de feto
bovino al 10%, y CaOV3 y A375 se prepararon con medio Eagle modificado por Dulbecco (Gibco) que contenia
suero de feto bovino al 10%, para tener cada uno de ellos 2,2 x 10° células/ml. Cada suspension se sembrd a
90 pl/pocillo en una microplaca de 96 pocillos de cultivo celular. El conjugado farmaco-anticuerpo (4) u (8) diluido
con medio RPMI1640 hasta 100 nM, 20 nM, 4 nM, 0,8 nM, 0,16 nM, 0,032 nM, o 0,0064 nM, o medio RPMI1640
para comparacion se afiadio a lo anterior a 10 pl/pocillo, y las células se cultivaron con 5 % CO; a 37 °C durante 6
dias. Después del cultivo, la microplaca se extrajo de la incubadora y se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 30 minutos. La solucion de cultivd se cargd con una cantidad equivalente de ensayo de viabilidad celular
luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se agité durante 10 minutos usando un mezclador de placas. Tras la lisis
celular, se midio la intensidad de la luminiscencia usando un lector de placas.

La tasa de inhibicion del crecimiento celular tras el cultivo de 6 dias se calcula de acuerdo con la ecuacion siguiente:
Tasa de inhibicion del crecimiento celular (%) =a /b x 100

a: Valor promedio de los pocillos suplementados con muestra tras el cultivo de 6 dias - Valor promedio de los
pocillos no suplementados con muestra al inicio del cultivo

b: Valor promedio de los pocillos suplementados con medio tras el cultivo de 6 dias - Valor promedio de los
pocillos no suplementados con medio al inicio del cultivo

El valor 1G5 se calcul6 de acuerdo con la ecuacion siguiente:
IGso (NM) = antilog((50 - f) x (LOG10 (d) - LOG1q (c))/(f - €) + LOG10 (d))

c: Concentracion de la muestra ¢
d: Concentracién de la muestra d
e: Tasa de inhibiciéon del crecimiento celular para la concentracion de la muestra ¢
f: Tasa de inhibicién del crecimiento celular para la concentracion de la muestra d

Las concentraciones ¢ y d establecen la relacién ¢ > d que cruza el 50 % de la tasa de inhibicién del crecimiento
celular.

Los conjugados de farmaco-anticuerpo (4) y (8) mostraron un efecto de inhibicion del crecimiento celular de 1Gsp < 1
(nM) sobre las lineas de células positivas para el antigeno TROP2 BxPC3, NCI-H292, NIH:OVCAR-3, CFPAC-1,
FaDu, Calu-3, y CaOV3. Por otra parte, estos conjugados de farmaco-anticuerpo no mostraron un efecto de
inhibicién del crecimiento celular (> 100 (nM)) sobre las lineas de células negativas para el antigeno TROP2 Calu-6 y
A375.

Texto libre del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1: Secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica la regién variable de la cadena pesada del
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anticuerpo TINA1

SEQ ID NO: 2: Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo TINA1

SEQ ID NO: 3: Secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica la region variable de la cadena ligera del
anticuerpo TINA1

SEQ ID NO: 4: Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo TINA1

SEQ ID NO: 5: Secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de secrecién de la cadena K humana y una
region constante de la cadena k humana

SEQ ID NO: 6: Secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de secreciéon de la cadena pesada humana y
una region constante de la IgG1 humana
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

7: Secuencia de nucleétidos de una cadena pesada del anticuerpo cTINA1
8: Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo cTINA1
9: Secuencia de nucledtidos de la cadena ligera del anticuerpo cTINA1

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:
23
24:
25:
26
27:
28:
29
30:
31
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:
44.
45
46:
47.
48:
49:
50
51:
52:
53
54:

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo cTINA1
Secuencia de nucledtidos de hTINA1-H1
Secuencia de aminoacidos de hTINA1-H1
Secuencia de nucledtidos de hTINA1-H2
Secuencia de aminoacidos de hTINA1-H2
Secuencia de nucledtidos de hTINA1-H3
Secuencia de aminoacidos de hTINA1-H3
Secuencia de nucledtidos de hTINA1-L1
Secuencia de aminoacidos de hTINA1-L1
Secuencia de nucledtidos de hTINA1-L2
Secuencia de aminoacidos de hTINA1-L2
Secuencia de nucledtidos de hTINA1-L3
Secuencia de aminoacidos de hTINA1-L3

: Secuencia de aminoacidos de CDRH1 del anticuerpo TINA1

Secuencia de aminoacidos de CDRH2 del anticuerpo TINA1
Secuencia de aminoacidos de CDRH3 del anticuerpo TINA1

: Secuencia de aminoacidos de CDRL1 del anticuerpo TINA1

Secuencia de aminoacidos de CDRL2 del anticuerpo TINA1
Secuencia de aminoacidos de CDRL3 del anticuerpo TINA1

: Secuencia de nucleétidos de una cadena pesada del anticuerpo hRS7

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo hRS7

: Secuencia de nucledtidos de la cadena ligera del anticuerpo hRS7

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo hRS7
Cebador mG2aVR2
Cebador mKVR2
Cebador 3.3-F1
Cebador 3.3-R1
Cebador TINA1TH-F
Cebador TINATH-R
Cebador TINA1L-F
Cebador TINA1L-R
Cebador EG-Inf-F
Cebador EG1-Inf-R
Cebador CM-LKF
Cebador KCL-Inf-R

: Secuencia de aminoacidos AspGlyGlyPhe

Secuencia de aminoacidos GluGlyGlyPhe
Secuencia de aminoacidos GlyGlyPheGly
Secuencia de aminoacidos SerGlyGlyPhe
Secuencia de aminoacidos LysGlyGlyPhe

: Secuencia de aminoacidos AspGlyGlyPheGly

Secuencia de aminoacidos GlyGlyPheGlyGly
Secuencia de aminoacidos AspAspGlyGlyPheGly

: Secuencia de aminoacidos LysAspGlyGlyPheGly

Secuencia de aminoacidos GlyGlyPheGlyGlyGlyPhe

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Daiichi Sankyo Company, Limited

<120> CONJUGADO DE FARMACO-ANTICUERPO ANTI-TROP2

<130> PD20-9007WO

<150> JP2013-267548
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<210>1

<211> 363

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
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cagatccagt
tcctgcaagg
ccaggaaagg
gcagaagact
ttacagataa

ttcggtagta

tggtgcagtc
cttctgggta
gtttgaagtg
tcaagggacg
gcaacctcaa

gctactggta

tggacctgag
taccttcaca
gattggectgg
gtttgectte
aaatgaggac

cttecgatgtce

ctgaagaagc
actgctggaa
ataaacaccc
tctttggaaa
acgactacgt

tggggcgecag

ctggagagac
tgcagtgggt
actctggagt
cctetgecag
atttctgtgce

ggaccgcggt

agtcaggatc
gcaaaagatg
gccaaaatat
cactgcatat

gagatcgggg

caccgtcectcece

tca

<210> 2

<211>121

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

Gln Ile

Thr Val

Gly Met

Gly Trp

50

Lys
65

Gly

Leu Gln

Ala Arg

Ala Gly

<210> 3

<211> 327

<212> ADN

<213> Mus musculus

Gln

Arg

Gln

35

Ile

Arg

Ile

Ser

Thr
115

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Phe

Ser

Gly
100

Ala

Val

Ser

Val

Thr

Ala

Asn
85

Phe

vVal

Gln

Cys

Gln

His

Phe
70

Leu

Gly

Thr

Ser

Lys

Lys

Ser

Ser

Lys

Ser

vVal

Gly Pro

Ala Ser

25

Met
40

Pro

Gly Vval

Leu Glu

Asn Glu

Ser Tyr

105

Ser Ser

120

73

Glu
10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp
90

Trp

Leu

Tyr

Lys

Lys

Ser
75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Thr

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Asp

Pro

Thr
30

Lys

Glu

Thr

Tyr

Val
110

Gly Glu

15

Thr Ala

Trp Ile

Asp Phe

Ala Tyr

80

Phe Cys
95

Trp Gly

60

120

180

240

300

360

363



10

<400> 3

gacattgtga
atcacctgca
ggacaatctc
cgcttcactg
gaagacctgg

gggaccaagce

<210> 4
<211> 109
<212> PRT

tgacccagtc
aggccagtca
ctaaactgct
gcagtggatc
cagtttatta

tggagctgaa

<213> Mus musculus

<400> 4
Asp
1

Asp

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210>5
<211> 449
<212> ADN

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val Met

Val Ser

20

Trp Tyr

Ala Ser
Ser

Gly

Leu Ala

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

ES 2703903 T3

tcacaaattc
ggatgtgagt
gatttactcg
tgggacggct

ctgtcagcaa

acgggct

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Arg Tyr

55

Ala
70

Phe

Tyr Tyr

85

Gly Ala

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gly

Thr Lys

100

atgtccacat
actgctgtag
gcatcctacc
ttcactttca

cattatatta

Phe
10

His Lys

Ala
25

Lys Ser

Pro Gln

40

Gly

Thr Gly Val

Thr Phe Thr

Gln Gln

90

Cys

Leu Glu Leu

74

cagtaggaga
cctggtatca
gctacactgg
ccatcagcag

ctcegeteac

Met Ser

Gln

Asp

Ser Pro

Thr

Val

Lys

cagggtcagce
acagaaacca
agtccctgat
tgtgcaggct

gttcggtgcet

Val
15

Ser

Ser Thr

30

Leu Leu

45

Pro Asp

60

Ile
75

Ser

His Tyr

Lys Arg

105

Arg

Ser

Ile

Phe Thr

Val Gln

Thr Pro

95

Ala

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Leu

60

120

180

240

300

327



gcctecggac
gtggatctcc
cgtgttcatce
cctgctgaat
gcagtccggg
cctgagcage
cgaggtgacc
ttaggggccce
<210> 6

<211> 1132
<212> ADN

tctagagcca
ggcgcgtacg
ttccccecect
aacttctacc
aactcccagg
accctgaccce
caccagggcc

gtttaaacgg

<213> Homo sapiens

<400> 6

gccteecggac
tcccagatgg
ggcccaageg
ctgggctgece
gccctgacca
ctcagcageg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctectteccecce
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtcageg
aaggtctcca
cagcceccggg
caggtcagcce

gagagcaatg

ggcteccecttet
gtcttctcat

tceetgtcete

tctagagcca
gtgctgagce
tcttcccect
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
catgcccacc
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgcect

gccagcecga

tcctectacag
gctcegtgat

ccggcaaatg
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ccatggtgct
gcgatatcgt
ccgacgagca
ccagagaggc
agagcgtgac
tgagcaaagc
tgagctccce

gggaggcta

ccatgaaaca
aggtgcaatt
ggcaccctce
ctacttccce
caccttcccce
gccctecage
caccaaggtg
ctgcccagea
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccce
cctgcaccag
cccagcccecce
gtacaccctg
ggtcaaaggc

gaacaactac

caagctcacc
gcatgaggct

agatatcggg

gcagacccag
gatgattaaa
gctgaagtce
caaggtgcag
cgagcaggac
cgactacgag

cgtcaccaag

cctgtggttce
gtgcaggegyg
tccaagagca
gaacccgtga
gctgteectge
agcttgggceca
gacaagagag
cctgaactcce
atgatctccce
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccceccateece
ttctatccca

aagaccaccc

gtggacaaga
ctgcacaacc

cccegtttaaa

75

gtgttcatct
cgtacggtgg
ggcaccgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aagcacaagg

agcttcaaca

ttcctectge
ttagctcage
cctetggegg
ccgtgagetg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gcgacatcgce

ctccegtget

gcaggtggca

actacaccca

cgggggaggc

ccectgetget
ccgeccceccte
ccgtggtgtyg
acaacgccct
gcacctacag
tgtacgcctg

ggggggagtyg

tggtggcage
ctccaccaag
cacagccgcec
gaactcaggc
actctactcc
catctgcaac
atcttgtgac
ctcagtcttce
ggtcacatgc
cgtggacggce
cacgtaccgg
gtacaagtgc
agccaaaggc
gaccaagaac
cgtggagtgg

ggactccgac

gcagggcaac
gaagagccte

ta

60

120

180

240

300

360

420

449

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1132
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<210>7
<211> 1410
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 quimérico de murino-humano

<400> 7

atgaaacacc
atccagttgg
tgcaaggcectt
ggaaagggtt
gaagacttca
cagataagca
ggtagtagct
gcctecacca
ggcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccctcagtcet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg

cagcagggca

cagaagagcc

<210> 8
<211> 470
<212> PRT

tgtggttctt
tgcagtctgg
ctgggtatac
tgaagtggat
agggacggtt
acctcaaaaa
actggtactt
agggcccaag
ccectgggetg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctecttece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtcag
gcaaggtctc
gccagcceeg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctccectt

acgtcttctc

tctceetgte

cctecectgetg
acctgagctg
cttcacaact
tggctggata
tgccttetcet
tgaggacacg
cgatgtctgg
cgtectteece
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagce
cacatgccca
cccaaaaccce
ggacgtgagce
gcataatgcc
cgtcctcacce
caacaaagcc
ggaaccacag
cctgacctge
tggccagcecce
cttecctctac

atgctcegtg

tccecggcaaa

gtggcagctc
aagaagcctg
gctggaatgce
aacacccact
ttggaaacct
actacgtatt
ggcgcaggga
ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcce
gtgccctcceca
aacaccaagg
ccctgececag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctceccagece
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

76

ccagatgggt
gagagacagt
agtgggtgca
ctggagtgcecce
ctgccagcac
tctgtgecgag
ccgeggtcac
cctccaagag
ccgaacccegt
ccgetgtect
gcagcttggg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cccgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccececcatce
gcttctatce
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

gctgagccag
caggatctcc
aaagatgcca
aaaatatgca
tgcatattta
atcggggttc
cgtcagctca
cacctctgge
gaccgtgagce
gcagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggggga
ccggaccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcce
ccgggaggag
cagcgacatc
cccteeegtg
gagcaggtgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 quimérico de murino-humano

<400> 8

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5 10 15

Val Leu Ser Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Glu Thr Val Arg Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Thr Thr Ala Gly Met Gln Trp Val Gln Lys Met Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Lys Trp Ile Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala
65 70 75 80

Glu Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Thr Thr
100 105 110

Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp
115 120 125

Val Trp Gly Ala Gly Thr Ala Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly
145 150 155 160

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
165 170 175

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr
180 185 190

77



Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val
435

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Asn

val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

ES 2703903 T3

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

vVal

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

Val

Thr

val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
440

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

78

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

vVal

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Val
445

Ser

Ile

vVal

Ala

Pro

270

Val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys



ES 2703903 T3

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

465 470

<210>9

<211>702

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 quimérico de murino-humano

<400> 9
atggtgctgce agacccaggt gttcatctece ctgetgetgt ggatctecegg cgegtacgge 60
gacattgtga tgacccagtc tcacaaattc atgtccacat cagtaggaga cagggtcagce 120
atcacctgca aggccagtca ggatgtgagt actgctgtag cctggtatca acagaaacca 180
ggacaatctc ctaaactgcet gatttactceg gecatcctace gctacactgg agtccctgat 240
cgcttcactg gcagtggatc tgggacggct ttcactttca ccatcagcag tgtgcaggcet 300
gaagacctgg cagtttatta ctgtcagcaa cattatatta ctccgectcac gtteggtget 360
gggaccaagc tggagctgaa acgggctgtg gccgecccccet ccgtgttcat cttceccecceccece 420
tccgacgage agctgaagtce cggcaccgece tcegtggtgt gectgetgaa taacttcetac 480
cccagagagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccecce tgcagtccgg gaactcccag 540
gagagcgtga ccgagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctgagcag caccctgacc 600
ctgagcaaag ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccagggce 660
ctgagctcece ccgtcaccaa gagcttcaac aggggggagt gt 702

<210>10

<211> 234

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 quimérico de murino-humano

<400> 10

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 5 10 15

Gly Ala Tyr Gly Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser
20 25 30

79



Thr

Val

Lys

65

Arg

Ser

Ile

Ala

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

<210> 11
<211> 1410
<212> ADN

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Val

Thr

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Val

35

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo H1

<400> 11

Asp

Val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2703903 T3

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Val

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Ser

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

80

Thr

Gln

Arg

Ala

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Ala

45

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

110

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Gln

Ser

Pro

Ile

95

His

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Asp

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro



atgaaacacc

gtgcagectgg
tgcaaggcca
ggacagggcc
gaggacttca
cagctgagca
ggcagcagct
gcctccacca
ggcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccctcagtet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gcecgtggagt
ctggactccg
cagcagggca
cagaagagcc
<210> 12

<211> 470
<212> PRT

tgtggttectt

tgcagtctgg
gcggctacac
tggaatggat
agggcagagt
gcctgaagtce
actggtactt
agggcccaag
ccetgggetg
gcgcecctgac
ccctcageag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctcttece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtcag
gcaaggtctc
gccagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctceccett
acgtcttctce

tctcectgte

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo H1

<400> 12

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

ES 2703903 T3

cctectgetg

cgccgaagtg
ctttaccacc
gggctggatc
gaccatcagce
cgaggacacc
cgacgtgtgg
cgtcttececee
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagce
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcce
cgtecctcace
caacaaagcc
ggaaccacag
cctgacctge
tggccagcce
cttecctctac
atgctccgtg

tcceggeaaa

5

gtggcagctc

aagaaaccag
gccggeatge
aacacccaca
gccgacacca
gccgtgtact
ggccagggcea
ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttce
gtgccctcecca
aacaccaagg
ccectgececag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgecacce
ctceccagece
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

ccagatgggt

gcgccagegt
agtgggtgcg
gcggcegtgece
gcacctccac
actgcgccag
ccctegtgac
ccteccaagag
ccgaacccegt
ccgetgtect
gcagettggg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cccgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcecceccecate
gcttctatcce
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

10

81

gctgagccag

gaaggtgtcc
ccaggctccet
caaatacgcc
agcctacctg
aagcggcttc
cgtcagctca
cacctctggce
gaccgtgagce
gcagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggggga
ccggacccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
cccteeegtg
gagcaggtgg

ccactacacc

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410



Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Val

Gly

145

Gly

Val

Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Leu

Gly

Thr

50

Trp

Asp

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Ser

Ala

35

Ala

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Gln

vVal

Ala

Ser

180

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly
260

Val

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

ES 2703903 T3

Gln

Lys

Gln

Ile

70

Arg

Leu

Ser

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Leu

Val

Trp

Asn

val

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

val

Vval

Ser

40

vVal

Thr

Thr

Ser

Phe

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Gln

25

Cys

Arg

His

Ile

Leu

105

Gly

Thr

Pro

val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
265

82

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

920

Lys

Ser

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Ala

Ser

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Ala

Ser

Pro

60

Val

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Glu

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

190

Ser

Ile

val

Ala

Pro
270

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

Val

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

val

Asn

Pro

240

Glu

Asp



Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

<210> 13
<211> 1410
<212> ADN

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

Val

450

Leu

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val

435

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

His

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo H2

<400> 13

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

ES 2703903 T3

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
455

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asn

83

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Val

445

Gln

Val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu



atgaaacacc
gtgcagctgg
tgcaaggcca
ggacagggcce
gaggacttca
cagctgagca
ggcagcagct
gcctccacca
ggcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccctecagtcet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactcceg
cagcagggca

cagaagagcc

<210> 14
<211> 470
<212> PRT

tgtggttectt
tgcagtctgg
gcggctacac
tggaatggat
agggcagagt
gcctgaagtc
actggtactt
agggcccaag
ccctgggetg
gcgcecctgac
ccctcecageag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctettece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtcag
gcaaggtctc
gccagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttetce

tctecectgte

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo H2

<400> 14

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
5

1

ES 2703903 T3

cctecetgetg
cgccgaagtg
ctttaccacc
gggctggatc
gaccatcagc
cgaggacacc
cgacgtgtgg
cgtectteecce
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacce
caagcccagc
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagce
gcataatgcecce
cgtectcace
caacaaagcc
ggaaccacag
cctgacctge
tggccagceccecce
cttcctcetac
atgctcegtg

tccecggcecaaa

gtggcagctc
aagaaaccag
gccggecatge
aacacccaca
ctggacacca
gccgtgtact
ggccagggcea
ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttce
gtgcccetcceca
aacaccaagg
ccectgececag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtecctgecace
ctcccageccce
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

ccagatgggt
gcgccagegt
agtgggtgcg
gcggegtgece
gcacctccac
actgcgccag
ccctegtgac
cctccaagag
ccgaaccegt
ccgetgtect
gcagcttggg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cccgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccecccatce
gcttectatee
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

10

84

gctgagccag
gaaggtgtcc
ccaggctccet
caaatacgcc
cgcctacctg
aagcggcttc
cgtcagctca
cacctctgge
gaccgtgagce
gcagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggggga
ccggacccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
ccctecegtg
gagcaggtgg

ccactacacc

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410



Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Val

Gly

145

Gly

Val

Phe

Val

vVal

225

Lys

Leu

Leu

Gly

Thr

50

Trp

Asp

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Ser

Ala

35

Ala

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
260

Val

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

ES 2703903 T3

Gln

Lys

Gln

Ile

70

Arg

Leu

Ser

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Leu

Val

Trp

55

Asn

Val

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

val

Val

Ser

40

val

Thr

Thr

Ser

Phe

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Gln

25

Cys

Arg

His

Ile

Leu

105

Gly

Thr

Pro

val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
265

85

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

90

Lys

Ser

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Phe

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Leu

Ser

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Ala

Ser

Pro

60

Val

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Glu

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro
270

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

Val

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp



Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

<210> 15
<211> 1410
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo H3

<400> 15

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

Val

450

Leu

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

vVal

Ser

Glu

Pro

vVal

435

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

420

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

ES 2703903 T3

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
455

Pro

280

Vval

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asn

86

Val

Phe

Pro

Thr

330

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Val

445

Gln

vVal

Vval

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu



atgaaacacc
atccagcetgg
tgcaaggcca
ggcaagggcc
gaggacttca
cagctgagca
ggcagcagct
gcctccacca
ggcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccctecagtet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gcecgtggagt
ctggactccg
cagcagggca

cagaagagcc

<210> 16
<211> 470
<212> PRT

tgtggttctt
tgcagtctgg
gcggctacac
tggaatggat
agggcagagt
gcctgaagtce
actggtactt
agggcccaag
ccectgggetg
gcgcecctgac
ccctcageag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctcttece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtcag
gcaaggtctc
gccagcecccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctce

tctceetgte

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo H3

<400> 16

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

ES 2703903 T3

ccteetgetg
cgccgaagtg
ctttaccacc
gggctggatc
gaccttcagce
cgaggacacc
cgacgtgtgg
cgtcttccece
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagce
cacatgccca
cccaaaaccce
ggacgtgagce
gcataatgcc
cgtecctcace
caacaaagcc
ggaaccacag
cctgacctge
tggccagceccce
cttecctctac
atgctcegtg

tccecggecaaa

5

gtggcagctc
aagaaacccg
gccggeatge
aacacccaca
ctggacacca
gcecgtgtact
ggccagggca
ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcecceca
aacaccaagg
ccctgececag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgecacce
ctceccagece
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

10

87

ccagatgggt
gcgagagcgt
agtgggtgca
gcggegtgece
gcacctccac
actgcgcecag
ccctegtgac
cctccaagag
ccgaacccgt
ccgetgtect
gcagcttggyg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cccgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccececatce
gcttctatce
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

gctgagccag
gaaggtgtcc
gcagatgcct
caaatacgcc
cgcctaccetg
aagcggctte
cgtcagctca
cacctctgge
gaccgtgagce
gcagtcctca
cacccagacc
agttgagccce
cctgggggga
ccggaccccet
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
cccteecegtg
gagcaggtgg

ccactacacc

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410



val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Val

Gly

145

Gly

val

Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Leu

Gly

Thr

50

Trp

Asp

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Ser

Glu

35

Ala

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

ES 2703903 T3

Gln

Lys

Gln

Ile

70

Arg

Leu

Ser

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Leu

Val

Trp

55

Asn

Val

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Val

Val

Ser

40

vVal

Thr

Thr

Ser

Phe

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Gln

25

Cys

Gln

His

Phe

Leu

105

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

88

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

90

Lys

Ser

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Gly

Ala

Met

Gly

75

Leu

Ser

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Ala

Ser

Pro

60

Val

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Glu

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

30

Tyr

Lys

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

vVal

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

Val

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp



Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

val

vVal

Pro

Thr

Val

450

Leu

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val

435

Met

Ser

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

ES 2703903 T3

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
455

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

val

Gly

Asp

Trp

440

His

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asn

89

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Val

445

Gln

270

Val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu



10

15

<210> 17
<211>702
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2703903 T3

<223> secuencia de nucleétidos de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo L1

<400> 17

atggtgctge
gacatccaga
atcacatgca
ggcaaggccce
agattttctg
gaggacttcg
ggcaccaagc
tccgacgage
cccagagagg
gagagcgtga
ctgagcaaag
ctgagctccece

<210> 18
<211> 234
<212> PRT

agacccaggt
tgacccagag
aggccagcca
ccaagctgcet
gcagcggcetce
ccgtgtacta
tggaaatcaa
agctgaagtc
ccaaggtgca
ccgagcagga
ccgactacga

ccgtcaccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

gttcatctce
ccctagcage
ggacgtgtcc
gatctacagce
cggcaccgac
ctgccagecag
gcgtacggtg
cggcaccgcec
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcacaag

gagcttcaac

ctgctgetgt
ctgagcgcca
acagccgtgg
gccagctacce
ttcaccctga
cactacatca
gccgeccecect
tcegtggtgt
gacaacgccce
agcacctaca
gtgtacgecct

aggggggagt

ggatctccgg
gcgtgggega
cctggtatca
ggtacaccgg
caatcagcag
cccccctgac
ccgtgttcat
gcctgcetgaa
tgcagtcecgg
gcctgagcecag
gcgaggtgac

gt

cgcgtacgge
cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgcccage
cctgecagece
ctttggccag
cttceccecece
taacttctac
gaactcccag
caccctgacc

ccaccagggc

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo L1

<400> 18

90

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702



Met

Gly

Ala

vVal

Lys

65

Arg

Ser

Ile

Thr

Leu
145

Pro

Gly

Tyr

His

vVal
225

<210> 19
<211>702
<212> ADN

Val

Ala

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Leu

Tyr

val

35

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

val

Lys

Gln

Gly

20

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Thr

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2703903 T3

Gln

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

vVal

Gln

val

Trp

55

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Phe

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Ile

Thr

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

91

Ser

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Trp

Ser

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Ile

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

His

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

80

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro



10

ES 2703903 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucledtidos de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo L2

<400> 19

atggtgcetge
gacatcgtga
atcacatgca
ggcaaggccc
agattttctg
gaggacttcg
ggcaccaagc
tcecgacgage

cccagagagg

gagagcgtga
ctgagcaaag

ctgagctcece

agacccaggt
tgacccagag
aggccageca
ccaagctget
gcagceggete
ccgtgtacta
tggaaatcaa
agctgaagtc

ccaaggtgca

ccgagcagga
ccgactacga

ccgtcaccaa

gttcatctece
ccctageage
ggacgtgtce
gatctacagc
cggcaccgac
ctgccageag
gcgtacggtg
cggcaccgcec

gtggaaggtg

cagcaaggac
gaagcacaag

gagcttcaac

ctgctgetgt
ctgagegeca
acagcegtgg
gccagctace
ttcaccctga
cactacatca
gccgeccect
tcegtggtgt

gacaacgcce

agcacctaca
gtgtacgecet

aggggggagt

ggatctcecgg
gcgtgggega
cectggtatca
ggtacaccgg
caatcagcag
cccecctgac
ccgtgttcat
gcctgetgaa

tgcagtcegg

gcctgageag
gcgaggtgac

gt

cgegtacgge
cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgceccage
cctgecagece
ctttggccag
cttecececcece
taacttctac

gaactcccag

caccctgace

ccaccagggce

<210> 20

<211> 234

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo L2

<400> 20

92

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702



Met

Gly

Ala

Val

Lys

65

Arg

Ser

Ile

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

Val

Ala

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
210

Thr

Leu

Tyr

Val

35

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
195

Val

Lys

Gln

Gly

20

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Thr

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2703903 T3

Gln

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Val

Val

Val

Trp

55

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
215

Arg

Phe

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
200

Val

Gly

Ile

Thr

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

vVal

105

Gly

Ile

vVal

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

93

Ser

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
205

Leu

Trp

Ser

30

Ser

Lys

vVal

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Ile

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

His

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

80

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro



10

15

<210> 21
<211>702
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2703903 T3

<223> secuencia de nucledtidos de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo L3

<400> 21

atggtgctgce
gacatcgtga
atcacatgca
ggcaagcagc
agattttctg
gaggacttcg
ggcaccaagc
tccgacgage
cccagagagg
gagagcgtga
ctgagcaaag
ctgagctcce

<210> 22
<211> 234
<212> PRT

agacccaggt
tgacccagag
aggccagcca
ccaagctgct
gcagcggcte
ccgtgtacta
tggaaatcaa
agctgaagtc
ccaaggtgca
ccgagcagga
ccgactacga

ccgtcaccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

gttcatctce
ccctagecage
ggacgtgtcc
gatctacagc
cggcaccgac
ctgccagcag
gcgtacggtg
cggcaccgec
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcacaag

gagcttcaac

ctgctgetgt
ctgagcgcca
acagccgtgg
gccagctacce
ttcaccctga
cactacatca
gccgeccect
tcegtggtgt
gacaacgccce
agcacctaca
gtgtacgecct

aggggggagt

ggatctcecgg
gcgtgggega
cctggtatca
ggtacaccgg
caatcagcag
ccecceccectgac
ccgtgttcat
gcctgetgaa
tgcagtcecgg
gcctgagecag
gcgaggtgac

gt

cgcgtacgge
cagagtgacc
gcagaagccce
cgtgceccage
cctgcagceccecce
ctttggccag
cttecececccecce
taacttctac
gaactcccag
caccctgacce

ccaccagggce

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo TINA1 humanizado, tipo L3

<400> 22

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1

5

10

94

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702



Gly

Ala

Val

Lys

65

Arg

Ser

Ile

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

<210> 23
<211>5
<212> PRT

Ala

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Tyr

Val

35

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

<213> Mus musculus

<400> 23

Gly

20

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2703903 T3

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Val

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Thr

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

95

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Ser

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Ile

95

His

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

80

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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<210> 24

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

Trp Ile Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala Glu Asp Phe Lys

1

Gly

<210> 25

<211>12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val

1

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28

<210> 29

<211> 1410

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1

Gln Gln His Tyr Ile Thr Pro Leu Thr

1

5

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr

1

Thr Ala Gly Met Gln

1

ES 2703903 T3

5

5

5

96

5

10

5

10

10

15



atgaaacacc
gtgcagctge
tgcaaggcca
ggccagggcec
gacgacttca
cagatcagca
ggcagcagct
gcctccacca
ggcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccctcagtcet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactceg
cagcagggca

cagaagagcce

<210> 30
<211> 470
<212> PRT

tgtggttcett
agcagagcgg
gcggctacac
tgaagtggat
agggccggtt
gcctgaaggce
actggtactt
agggcccaag
ccctgggetg
gcgecctgac
ccctcagcecag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctettece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtcag
gcaaggtctc
gccagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctce

tcteecetgte

<213> Homo sapiens

<400> 30

ES 2703903 T3

cctectgetg
cagcgagcectg
cttcaccaac
gggctggatc
cgccttecage
cgacgatacc
cgacgtgtgg
cgtctteccee
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacc
caagcccagce
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtectcacce
caacaaagcc
ggaaccacag
cctgacctge
tggccagccece
cttecctctac
atgctcegtg

tceceggeaaa

gtggcagctce
aagaagcctg
tacggcatga
aacacctaca
ctggacacca
gcegtgtact
ggccagggca
ctggcaccct
gactacttcce
cacaccttcc
gtgcccteca
aacaccaagyg
ccctgeccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgecace
ctceccagecece
gtgtacaccce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

97

ccagatgggt
gcgccagegt
actgggtgaa
ccggcgagcec
gcgtgagcac
tctgecgecag
gcctggtgac
cctccaagag
ccgaacccegt
ccgetgtect
gcagcttggg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatctce
ctgaggtcaa
cccgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccate
gcttctatee
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

gctgagccag
caaggtgtcc
gcaggcccca
cacctacacc
cgcctacctg
aggcggcettce
cgtgagctca
cacctctgge
gaccgtgagce
gcagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggggga
ccggacccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
ccctceegtg
gagcaggtgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410
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Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50 55 60

Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Thr
65 70 75 80

Asp Asp Phe Lys Gly Arg Phe 2Ala Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser

Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Asp Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Phe Cys Ala Arg Gly Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp
115 120 125

Val Trp Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly
145 150 155 160

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
165 170 175

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr
180 185 190

Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val
195 200 205

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn
210 215 220

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro
225 230 235 240

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
245 250 255

98



Leu

Thr

val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

Leu

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

Val

450

Leu

Gly

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val

435

Met

Ser

Gly

260

Tle

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

His

Pro

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

ES 2703903 T3

Val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
455

Phe

Pro

280

val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

His

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asn

99

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

330

val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

His

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Lys

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Val

445

Gln

Pro

270

Val

val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu
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<210> 31
<211>702
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

atggtgctge
gatatccagc
atcacatgca
ggcaaggcce
agattcagcg
gaggacttcg
ggcaccaagg
tccgacgage
cccagagagqg
gagagcgtga
ctgagcaaag

ctgagcectcecce

<210> 32
<211> 234
<212> PRT

agacccaggt
tgacccagag
aggccagcca
ccaagctget
gcageggete
ccgtgtacta
tggaaatcaa
agctgaagtc
ccaaggtgea
ccgagcagga
ccgactacga

ccgtcaccaa

<213> Homo sapiens

<400> 32

ES 2703903 T3

gttcatctece
ccccageagce
ggacgtgtcc
gatctacagce
cggcaccgac
ctgccagcag
gcgtacggtg
cggcaccgcec
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcacaag

gagcttcaac

ctgctgetgt
ctgagcgeca
attgcecgtgg
gccagctacce
ttcaccetga
cactacatca
gccgecccect
tcegtggtgt
gacaacgecce
agcacctaca
gtgtacgcct

aggggggagt

100

ggatctcegg
gcgtgggega
cctggtatca
ggtacaccgg
ccatcagcag
cceecctgac
ccgtgttcat
gcctgetgaa
tgcagteegg
gcctgageag
gcgaggtgac

gt

cgcegtacgge
cagagtgtcc
gcagaagccce
cgtgcecgac
cctgeagece
cttcggagece
cttceeccece
taacttctac
gaactcccag
caccctgacc

ccaccagggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702



Met

Gly

Ala

Val

Lys

65

Arg

Ser

Ile

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

<210> 33
<211> 30

Val

Ala

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Leu

Tyr

Val

35

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Gln

Gly

20

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Thr

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Gln

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230
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Val

Gln

Val

Trp

55

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Phe

Leu

Ser

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Ile

Thr

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

101

Ser

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Trp

Ser

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Ile

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

His

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp

80

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucledtidos del cebador mG2aVR2

<400> 33
agagttccag gtcaaggtca ctggctcagg 30

<210> 34

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucledtidos del cebador mKVR2

<400> 34
agtccaactg ttcaggacgc cattttgtcg 30

<210> 35

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucledtidos del cebador 3.3-F1

<400> 35
tataccgtcg acctctagct agagcttgge 30

<210> 36

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucledtidos del cebador 3.3-R1

<400> 36
gctatggcag ggcctgecge ccegacgttg 30

<210> 37

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucledtidos del cebador TINATH-F

<400> 37
ccagatgggt gctgagccag atccagttgg tgcagtctgg acctgag 47

<210> 38

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucledtidos del cebador TINATH-R

<400> 38
cttggtggag gctgagctga cggtgaccgce ggtcectgeg ccccagac 48

<210> 39

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

102
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<220>
<223> secuencia de nucledtidos del cebador TINA1L-F

<400> 39
atctccggeg cgtacggcega cattgtgatg acccagtctc acaaattc

<210> 40

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos del cebador TINA1L-R

<400> 40
ggagggggcg gccacagcecc gtttcagctc cagcttggtc ccage

<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucleétidos del cebador EG-Inf-F

<400> 41
agctcccaga tgggtgcetga ge 22

<210> 42

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos del cebador EG1-Inf-R

<400> 42
gggcccttgg tggaggctga gc 22

<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de nucledtidos del cebador CM-LKF

<400> 43
ctgtggatct ccggcgcegta cgge 24

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos del cebador KCL-Inf-R

<400> 44
ggagggggcg gccaccgtac g 21

103
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REIVINDICACIONES

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

se conjuga con un anticuerpo anti-TROP2 mediante un enlace tioéter que se forma en un resto de enlace disulfuro
presente en una parte de la bisagra del anticuerpo anti-TROP2 mediante un enlazador que tiene una estructura
representada por la siguiente férmula:

-L'-L2LP-NH-(CHo)n'-L®-(CH2)n?-C(=0)-

en la que el antlcuerpo anti-TROP2 se une al extremo de L, el compuesto antitumoral se une al grupo carbonilo del
resto -(CHz)n?-C(=0)- con el a&tomo de nitrégeno del grupo amino en la posicion 1 como la posicion de union,
en la que

n representa un entero de 0 a 6,

n representa un enterode 0 a 5,

L' representa -(Succinimid-3-il-N)-(CHo)n*-C(=0)-,

en la que n® representa un entero de 2 a8,

L2 representa -NH-(CH,CH2-0O)n*-CH,CH-C(=0)- 0 un enlace sencillo,

en la que n? representa un entero de 1 a 6,

L” representa un resto tetrapéptido de -GGFG-,

L? representa -O- o un enlace sencillo, y

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

@]
N—
o

que se une al anticuerpo contra TROP2 en la posicion 3 del mismo y se une a un grupo metileno en la estructura del
enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1,

en la que el anticuerpo anti-TROP2 comprende CDRH1 que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 23, CDRH2 que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 24 y CDRH3 que consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25 en su regioén variable de la cadena pesada y CDRL1 que consiste
en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 26, CDRL2 que consiste en la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 27 y CDRL3 que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 28 en su region variable
de la cadena ligera.

2. El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con re|V|nd|caC|on 1, en el que el resto de la estructura enlazador-
farmaco que tiene un farmaco unido a -L'-L*LP-NH-(CH2)n'-L?(CH,)n*C(=0O)- es una estructura de enlazador
farmaco seleccionada 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
DX),

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

-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-D X),
-CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH,-C(=0)-(N H-DX),
-CH,CH2CH>CH2CH.»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH_-C(= O)-(NH-DX),
-CH,CH2CH2>CH,CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
-CH,CH2CH,>CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,CH>C H;CH»-C(=0)-(NH-DX),
-CH2CH2CH,CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
-CH,CH2CH>CH,CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,-O-C H,-C(=0)-(NH-DX),
-CH,CH2-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH,CH2-O-CH.CH;  -C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-

e — — —
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(NH-DX),

-(SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CHzCHz-O-CHzCHz-O-CHzCHz -O-CH2CH2-O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,-C(=0)-(NH-DX), y

-(SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CHzCHz-O-CHzCHz-O-CHzCHz -O-CH2CH2-O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX);

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

O

N—

O

que se une al anticuerpo anti-TROP2 en la posicion 3 del mismo y se une a un grupo metileno en la estructura
del enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicién 1,
- (NH-DX) representa un grupo representado por la siguiente férmula:

en el que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicion 1 esta en una posicion de union, y
- GGFG- representa un resto tetrapéptido de -Gly-Gly-Phe-Gly-.

3. El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con reivindicaciéon 2, en el que el resto de la estructura de
enlazador-farmaco es una estructura de enlazador farmaco seleccionada entre el siguiente grupo:

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH>CH>-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH»>-O-C H,-C(=0)-(NH-DX), y
-(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-O-CH,CH»-O-CH,CH,  -C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>CH,-C(=0)-
(NH-DX).

4. El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con reivindicacion 3, en el que el resto de la estructura de
enlazador-farmaco es:

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

5. El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con reivindicaciéon 3, en el que el resto de la estructura de
enlazador-farmaco es:

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

6. El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con reivindicacion 3, en el que el resto de la estructura de
enlazador-farmaco es:

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CHp-C(=0)-NH-CH,CH,-0-CH,CHp-O-CH,CH,  -C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH2-C(=0)-
(NH-DX).

7. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el
anticuerpo anti-TROP2 comprende una cadena pesada y una cadena ligera seleccionada entre el grupo;

una region variable de la cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 140 de
la SEQ ID NO: 12 y una region variable de la cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las
posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO:18,

una region variable de la cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de la posicion 20 a 140 de la
SEQ ID NO: 14 y una region variable de la cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las
posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO:18,
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una region variable de la cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones de 20 a 140
de la SEQ ID NO: 14 y una region variable de la cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las
posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO:20, y

una region variable de la cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 140 de
la SEQ ID NO: 16 y una region variable de la cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las
posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO:22.

8. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el
anticuerpo anti-TROP2 comprende una cadena pesada y una cadena ligera seleccionada entre el grupo;

una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12y
una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID NO: 18,
una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y
una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID NO: 18,
una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO: 14 y
una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID NO: 20, y
una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO: 16 y
una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 234 de la SEQ ID NO: 22.

9. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el
anticuerpo anti-TROP2 comprende una region variable de la cadena pesada que cosiste en la secuencia de
aminoacidos de las posiciones 20 a 140 de la SEQ ID NO: 12 y una region variable de la cadena ligera que consiste
en la secuencia de aminoacidos de las posiciones 21 a 129 de la SEQ ID NO: 18.

10. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el
anticuerpo anti-TROP2 comprende una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de las
posiciones 20 a 470 de la SEQ ID NO: 12 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de las
posiciones 21 a 234 de la SEQ ID NO: 18.

11. El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con reivindicacion 8, en el que el anticuerpo anti-TROP2 carece
de un resto de lisina en el extremo carboxilo de la cadena pesada.

12. El conjugado de farmaco anticuerpo de acuerdo con reivindicacion 10, en el que el anticuerpo anti-TROP2
carece de un resto de lisina en el extremo carboxilo de la cadena pesada.

13. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que un
numero promedio de unidades de la estructura de enlazador-farmaco seleccionada conjugada por anticuerpo esta en
un intervalo de entre 2 a 8.

14. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que un
numero promedio de unidades de la estructura de enlazador farmaco seleccionada conjugada por anticuerpo esta en
un intervalo de entre 3 a 8.

15. Un farmaco que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, una sal del mismo, o un hidrato del mismo.

16. Un farmaco antitumoral y/o un farmaco anticanceroso que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, una sal del mismo, o un hidrato del mismo.

17. El farmaco antitumoral y/o el farmaco anticanceroso de acuerdo con la reivindicacion 16, para su uso en un
método de tratamiento del cancer de pulmén, cancer de rifién, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de
prostata, glioblastoma multiforme, cancer de ovarios, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de
higado, cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer de cuello de Utero, cancer de cabeza y cancer de cuello, o cancer
de esdfago.

18. Una composicion farmacéutica que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 14, una sal del mismo, o un hidrato del mismo como un componente activo, y un
componente de formulacion farmacéuticamente aceptable.

19. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 18, para su uso en un método de tratamiento del
cancer de pulmon, cancer de rifidén, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de prostata, glioblastoma multiforme,
cancer de ovarios, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer
gastrico, cancer de cuello de utero, cancer de cabeza y cancer de cuello, o cancer de esoéfago.
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SEQID NO 7: Secuencia de nucledtidos de la cadena pesada del anticuerpo ¢ TINA1

atgaaacacctgtggttcttoctectgeotggtggeageteooccagatgggtgetgagocagatocag
ttggtgecagtetggacctgagetgaagaagectggagagacagtcaggatetoctgeaaggettet
gggtataccttcacaactgctggaatgcagtgggtgcaaaagatgeoccaggaaagggtttgaagtgyg
attggctggataaacacccactetggagtgecaaaatatgeagaagacttocaagggacggtttgee
ttetetttggaaacctectgocagecactgecatatttacagataagecaacctocaaaaatgaggacacy
actacgtatttctgtgegagateggggtteggtagtagetactggtacticgatgtectggggegea
gggaccgeggtcaccgtcagectecagectocaccaagggeccaageghctbococcectggeacectoo
tocaagagoacctetggeggeacagecgecctgggetgectggteaaggactact teccogaacee
gtgaccgtgagotggaacteocaggegecctgaccageggegtgecacacetteccegetagtectgeag
tocctecaggactctacteccteoageagegtggtgaccgtgoocctococagecagettyggocacccagace
tacatctgeaacgtgaatcacaagoccageaacaccaaggtggacaagagagttgageccaaatet
tgtgacaaaactcacacatgcccaccctgeccagecacctgaactectggggyggaccctecagtette
ctettoceooceccaaaacccaaggacaccctecatgatectececggacceotgaggteacatgegtggtyg
gtggacgtgageccacgaagaccetgaggtcaagttecaactggtacgtyggacggegtggaggtgecat
aatgcocaagacaaagocccagggaggageagtacaacageacgtacegggtggtcagegtecctcace
gtectgeaccaggactggctygaatggcaaggagtacaagtgecaaggteteccaacaaagecctecca
geeccccatogagaaaaccatctocaaagecaaagooccagoccegggaaccacaggtgtacacecotg
ccococatoccoegggaguagatygaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggettetat
coccagogacategeogtggagtgggagageaatggecagocegagaacaactacaagaccaceeck
cecegbtgotggacteogacggeteettcttectetacageaagetecacegtggacaagageagghgg
cagcaddggcaacgtettoetcatgetecgtgatgecatgaggetetgcacaaccactacacccagaag
agecctcteeeclgtectococggeaaa

Secuencia sefial (1-57), regidn variable (58-420), regidn constante (421-1410)

SEQID NO 8: Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo cTINA1
MKHLWEFFLLLVARPRWVLSQIQLV)SGPELKKPGETVRISCKASGYTFTTAGMOWVOKMPGKGLEWI GRINT
HSGVPKYAEDFKGRFAFSLETSASTAYLOISNLENEDTTTY FCARSGFGSS YWY FOVWGAGTAVTVSSASTE
GPSVFPLAPSSKSTSGETARLGCLVEDY FPEPVIVSHNSGALTSGVRTFPAVIQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHEPSNTKVDKRVE PKSCDKTHTC PPC PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLYISRT PEVTCVYVD
VSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTE PRERQYNS TYRVVSVLTVLHODWLNGKEY KCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPEVLDSDGSFFLYSK
LTVDKS RWQQGHVESCSVMHEALHNHY TOKS LS LSPGK

Secuencia sefial (1-19), regidn variable (20-140), regidn constante (141-1470)
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SEQID NO 9: Secuencia de nucledtidos de la cadena ligera del anticuerpo ¢ TINA1

atggtgotgeagacccaggtgtteatetecctgetgetgtggatetecggegegtacggogacatt
gtgatgacccagtetecacaaattcatgteccacatcagtaggagacagggtecageatcacctgeaag
geeagteaggatgtgagtactgotgtagectggtatcaacagaaaccaggacaatecticotaaactyg
ctgatttacteggeatectacogetacactggagtcectgategeticactggeagtggatetggy
acggctttecactttecaccatcageagtgtgeaggetgaagacctggeagtttattactgtcageaa
cattatattactececgetcacgttcggtgetgggaccaagetggagetgaaacgggetatggocgeo
cocctocgtgtleatettececcecteegacgageagotgaagtceggeacegecteacgtggtgtge
ctgctgaataacttctaccccagagaggeocaaggtgeagtggaagglyggacaacgecoctgeagtee
gggaactcccaggagagegtgacogageaggacagcaaggacageacctacagectgageageace
ctgaccctgagcaaagocgactacgagaageacaagglatacgectgegaggtgacocaccaggge
ctgagctccoccogtecacoaagagoettcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), regidn variable (61-387), region constante (388-702)

SEQID NO 10: Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo ¢ TINA1
MYLOTOVFISLLLWISGAYGDIVMTQSHKFMSTSVGDRVSI TCKASQDVSTAVAWYQOKPGOSPELLIYSAS
YRYTGVEDRFTGSGSGTAFTFTISSVQAEDLAVYYCOOHYITPLTFGAGT KLELKRAVARPSVFIFPPSDED

LESGTASVVCLLNNFY PREAKVOWEVDNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHEVYACEY
THOGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia sefial (1-20), regidn variable (21-129), region constante (130-234)
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SEQID NO 11: Secuencia de nucleétidos de hTINA1-H1

atgaaacacctgtggttettectectgetggtggcagotoccagatggotgetygagecaggtgecagetgatg
cagtetggegocgaagtgaagaaaccaggegecagegtgaaggtytectycaaggecageggetacacetth
accacogecggeatgcagtyggtgogecaggetectggacaggygocctggaatggatgggetggatcaacace
cacagceggoegtgcccaaatacgocgaggact teaagggeagagtygaceatcagegeegacaccageacctee
acagcctacctgeagetgageageoetgaagteogaggacacegecgtgtactactgogecagaageggotie
gogcagcagetactggtacttegacgtygtggugecaggygcacectegtgacegteagetcagectocaccaag
ggcccaagegtetbococctggeaceetcoctocaagageacctetggeggeacagoegecctgggetgoety
gtcaaggactacttcocccgaaccegtgacegtgagetggaactecaggogecctyaceageggegtgeacace
Lteceoecgetgtecctgoagtoctecaggactotactecetcageagegtggtgacegtgecoctccagecagotty
ggeacccagacctacatoctgoaacgtygaatcacaageocageaacaccaaggtggacaagagagttgagece
aaatcttglgacaaaactcacacatgoccacectgoccageacctgaactectggggggacecteagtette
cteotbtecceccaaaacccaaggacacecteatgatbeteceggacccctgaggteacatgegtgytggtggac
gtgagecacgaagaccctgaggteaagtteaactggtacgtggacggoegtggaggtgeataatygccaagaca
aagcocogggaggagcagtacaacageacgtaccyggtggtecagegtecteacegtectgeaceaggactag
ctgaatggcaagoagtacaagtgcaaggtctorcaacaaageccteccageccecatogagaaaacecatetee
aaagccadaggccagcccodggaaccacaggtgtacacectgeccccatecagggaggagatgaccaagaac
caggtcagectgacctgoctagtoaaaggottoctatoeccagogacatogoagtygagtyggagageaatgge
cageccgageacaactacaagacracooctooccgtgoctggacteccgacggetecttettecototacagcaag
cteoaccgtggacaagageagabggeageagggecaacgtottoteatgeteegtgatgecatgaggeteotgeac
aaccactacacccagaagagectcteocctgteteccggeaaa

Secuencia sefial (1-57), regidn variable (58-420), regidn constante (421-1410)

SEQID NO 12: Secuencia de aminoacidos de hTINA1-H1
MEHLWFFLLLVAAPRWVLSQOVQLV)SGAEVKKPGAS VKV SCRASGY T FITACMOWVROAPGOGLEWMGHINT
HSGVPKYARDFKGRVT ISADTSTSTAYLOLSSLESEDTAVY YCARSCFGS SYRWYFOVWGOGTLVTVSSASTK
CPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FRPE PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLL
GTOTY ICHVHHK PENTKVDKRVEPKSCOKTHTCPPC PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVYD
VSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTE PREEQYNSTY RVVEVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVEGFYPSDIAVENESNGQPENNYKT T PPVLDSDGSFFLYSK
LVOKSRHQOGNVESCSVMHEALENHYTOKSLSLS PGK

Secuencia sefial (1-19), region variable (20-140), region constante (141-470)
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SEQID NO 13; Secuencia de nucleétidos de hTINA1-H2

atgaaacacctgtggttettectectgetgygtggeageteccagatgggtgetgagecaggtgeagetggtyg
cagtctggegecgaagtgaagaaaccaggegccagegtgaaggtgbcctygcaaggecageggotacaccttt
accaccgeoggcatgeagtgggtygcgecaggetectggacagggectggaatggatgggetggatcaacace
cacageggegtgoccaaatacgecgaggactteaagggeagagtgacealtcagectggacaccagcacchoo
accgectacctgeagetgageagectgaagtccgaggacaccgoocgtgtactactgegecagaageggettc
ggcageagetactggtacttegacgtgtggggecagggeacectegtgacegtcagetcagectecaccaag
ggcecaagegtotteceectggeacectect ccaagagcacot ctggoggeacagcegecetgyggetgeatyg
gtecaaggactacttecocgaaccegtgacegtgagetggaactecaggegeocctgaccageggegtigeacaco
tteccocgetgtectgeagtecteaggactoctactoect cageagegtygtgacegtgecetecageagettyg
ggcacccagacctacatetgeaacgtyaateacaageccageaacaceaaggtggacaagagagttgagece
aaatcttytgacaazacteacacatgeccaccectgcecageacclgaactectgygggyggaceetecagbette
ctetteoceccocaaaaccoaagygacacecteatgatecteceggaccectgaggtcacatgegtggtggiggac
gtgagccacgaagacoctgaggtcaagttcaactggtacgtogacggegtggaggtgeataatgecaagaca
aagoocogggaggageagtacaacageacgtaceggakbggteagegtectecacegtectgecaccaggactag
ctgaatggcaaggagtacaagtgecaaggtoteocaacaaagecoteccagecececcategagaaaaccatetee
aaagccaaaggccagecccgggaaccacaggtgtacaccetgececcatecogggaggagatgaccaagaac
caggtcagectgacectgectyggtecaaagygettetateccagegacatogeoogtggagtgggagageaatgge
cagoocgagaacaactacaagaccaccocteccgtgotggactcogacggoctecttettectotacageaag
ctecaccgtggacaagageaggtyggeageadgggeaacgtettetecatgetecgtgatgeatgaggetetgeac
aaccactacaccoagaagagoctceteoecctgtctoceggcaaa

Secuencia sefial (1-19), regién variable (20-140), regién constante {421-1410)

SEQID NO 14: Secuencia de aminoacidos de hTINA1-H2
MKHLWFFLLLV.M\PRWVLSQVQLVQSG:REVKK PGASVEVSCEASGYTFTTAGMOWVROA PGQELEWMGWINT
HSGVPKYAEDFKGRVTISLDTSTSTAYLOLS SLKSEDTAVY YCARSGRGESYWY FOVWGQETLVTIVSSASTH
GPSVFPLAPSSKSTSGETAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT FPAVLOSSGLYSLESVVTVPSSSL
GTOTYICHVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDETHTC PPCPAPEL LGGPSVELFPPKEFKDTLMISRTPEVTCYUVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTEPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGEEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGOPREPOVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVEGFY PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSE
LTYDKS RWOOGHNVFSCAVMHEATHNHYTOKSLSLE PGK

Secuencia sefial (1-57), regidn variable (58-420), regidn constante (141-470)
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SEQID NO 15: Secuencia de nucledtides de hTINA1-H3
atgaaacacctyglbggttettectectgetggtggeageteccagatgggtgoctgagecagatecagetyggty
cagtctgygcgecogaagtgaagaaacccggogagagegtgaaggtgtcetgcaaggecagegyectacacettt
accaccgecggeatgeaglgggtgecageagatgectggeaagggectggaatggatgggetggatcaacace
cacageggegtgeccaaatacgecgaggacttcaagggeagagtgacecttecagectggacaccageacctoe
accgoctacctgeagotgageagectgaagtoecgaggacacegeegtgtactactgegocagaageggetto
gocageagetactggtacttogacgtgtygggocagggcacecticgtgaccgtcagetcagectccaccaag
ggcccaagegtettoccoctggcacectectecaagageacctetggeggcacagecgocectgggetgectyg
gtcaaggactacttoccegaaceogtgacegltgagetyggaacteaggogoocctgaccagoggegtgeacace
tteccogetgtectgecagtectocaggactotactecocectcagecagogbggtgacegtgecctccageagettg
ggcaccoagacctacatctgcaacgtgaatcacaagoocagcaacaccaaggtggacaagagagttgagoce
aaatcttgtgacaaaactcacacatgoccaccctgeocageacctgaactoctggggggacectecagtette
ctctteccoccaaaacccaaggacaceccteatgatectocoggacececoctygaggtecacatgegtygtggtagac
gtoagecacgaagacectgaggteaagtteaactggtacgtggacggegtggaggtgecataatgecaagaca
aagccccgggaggageagtacaacageacgtacegggtyggtecagegtectecacegtectgecacecaggactyy
ctgaatggcaaggagtacaagtycaaggtotoccaacaaagecctecccagooccoatogagaaaaccatotoe
aaagocaaaggocageccogggaaccacaggtgtacacectgocceccatececygggaggagatgaccaagaac
caggtcagectgacotgectggteaaaggetictatcccagegacategeogtggagtgggagageaatgge
cageccgagaacaactacaagaccaccectecegtgetggachoecgacggetbecttettectetacageaag
ctcacocgtggacaagageagqgtggeagqeagggoaacgtettetcatgetocogtgatgeatgaggetetgeac
aaccactacacccagaagagcecctetocctgtetoocggeaaa

Secuencia sefial (1-57), region variable (58-420), regidn constante (421-1410)
SEQID NO 16: Secuencia de aminoacidos de hTINA1-H3

MEHLWFFLLLVAAPRWVLEQIQLVOSGAEVEKPGESVKVSCKASGY TFTTAGMOWVOOMPGKGLEWMGWINT
HSGVPKYAEDFKGRVTFSLDTSTSTAYLQLSSLKSEDTﬁvYYChRSGFdSSYWYFD?WGQGTLVTVSSESTK
GPSVFPLAPSSKSTSGETAALGCLVEDY FPEPVIVSWNSGALT SGVHT FPAVLOSSGLYSLSSVVTVESSSL
GTOTYICNVNHEPSNTKVDERVEPKSCOETHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPEDTLMISRTPEVTICVVVD
VSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKFREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYRCKVSNEALPAPIEETIS
KAKGOPREFPOVYTLPPSREEMTRNQVSLTCLVEGFY PSDIAVEWE SHGOPENNY KTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSEWOOGHVFSCSVMHEALENHY TOKSLSLSPGK

Secuencia sefial (1-19), regidn variable (20-140), regidn constante (141-470)
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SEQID NO 17: Secuencia de nucleétidos de hTINA1-L1

atggtgebgeagacecagglgtieatetecetgetgebgtggatetoegyegegtacggogacatccagaty
accrcagagecctagoagectgagogecagegtgygecgacagagtgaccateacatgeaaggecagecaggac
gtgtecacagecgtggoectggtatecageagaagectgyeaaggccoccaagetgetgatetacagogecage
tacoggtacaccggegtgoeccageagatttictggecagoggotccggeacegacttcacoctgacaatecage
agcetgeagecogaggacttegecgtgtactactgecageageactacatecacooccctgacettiggecayg
ggcaccaagetggaaatcaagegtacggtggoceygcceccteegtgticatettoccecectcogacgagaeag
ctgaagtcoggcacegectocgtgotgtgectgetgaataacttctaccecagagaggecaaggtygcaghygy
aaggtggacaacgeoctgoagtocgggaactecccaygagagegtgacegageaggacagcaaggacagoace
tacagcctgageagcaccctgaccetbgageaaagecgactacgagaageacaagytgtacgocctgegagatyg
accecaccagggoectgagotoccoccgtcacecaagagcticaacaggugggagtgt

Secuencia sefial (1-60), regidn variable (61-387), regidn constante (388-702)

SEQID NO 18: Secuencia de aminoacidos de hTINA1-L1
MVYLOTOVFISLLLWLISGAYGDIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSTAVAWYQOEPGKAPKLLIYSAS
YRYTGVPSRFSGSGESGTDFTLTISSLOPEDFAVYYCOOHY ITPLTFGOGTELELI ERTVARPSVFIFPPEDED
LESGTASVVCLLNNFY PREAKVOWEVDNALOSGNSOESVTREQDSKDSTYSLSSTLTLSEADYEEHEVYACEV
THOGLSSFVITESEFNRGEC

Secuencia sefial (1-20), regidn variable (21-129), regidn constante (130-234)
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SEQID NO 19: Secuencia de nucledtidos de hTINA1-L2
atggtgctgcagacccaggtgttcatoctocecctogctgetgtggatetecggogegtacggegacategtygaty
acccagagoectageagectgadoeyecagegtggygcgacagagtgaccatecacatgecaaggeccagocaggac
gtgtecacageegtggectggtatcageagaagectggecaaggoccecaagetgetgatetacagegecage
taccggtacaccggegtgoccagecagattttoctggecageggetecggeacegacttecacaetgacaateage
agectgoeagcoecgaggacttogoegtgtactactgecageageactacatcacoccocotgacettiggecag
agcaccaagetggaaatcaagegtacgagbggecgeceectoegtgticatettoccococtcogacgagcag
ctgaagtceeggeaccgectecgtggtgtygectgetgaataactictaccecagagaggecaaggtyeagtag
saggtggacaacgccoctgecagtocogggaacteccaggagagegtigacecgageaggacagoeaaggacageaco
tacagectgageageaccetgaccotgageaaagecgactacgagaageacaagygtgtacgectgegaggty
accecaccagggectgageteecceeglcaccaagagettcaacadggggagaghygt

Secuencia sefial (1-60), regidn variable (61-387), regidn constante (388-702)

SEQID NO 20: Secuencia de aminoacidos de hTINA1-L2
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPSSLEASVGDRVTITCKASQDV S TAVANY QOKPGKAPKLLIYSAS
YRYTGVESRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFAVYYCOOHYITPLTFGQGTKLEIKRTVARPSVFIFPPSDEQ

LESGTASVVCLLNNEY PREARKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEKRRVYRCEY
THOGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia sefal (1-20), region variable (21-129), regidn constante (130-234)
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FIG.8

SEQID NO 21: Secuencia de nucledtidos de hTINA1-L3
atggtgctgcagacccaggtgttcatetecotgotgotgtggatcbocggegogtacggegacategtgaty
acccagagecctageagectgagegocagegtgggegacagagtgaccatecacatgcaaggecageecaggac
gtgtccacagecgtggoctggtatcagecagaagocoggeaageageocaagetgetgatetacagegecage
taccggtacaceggegtgeccageagattitetggeageggetocggeacegacttecacoctgacaateage
agcctgcagceccgaggactticgecogtgtactactgccageagractacatcaccocecotgacecttiggocay
ggcaccaagctggaaatcaagegtacggtggcegeccocetecgtgtteatecttececcecctccgacgagcag
ctgaagtecggeacegocteegtggtgtgoctgeobgaataacttetaceccagagaggecaaggtgecagtog
aaggtggacaacgccctgeagtecocgggaactcoccaggagagegtgaccgagocaggacagcaaggacageace
tacagcctgageageaccotgacoeckgageaaageagactacgagaagoacaaggtgtacgectgegagyly
accCaccagggcctgagctocccogtcaccaagagettecaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), regidn variable (61-387), regidn constante (388-702)

SEQID NO 22: Secuencia de nucledtidos de hTINA1-L3

MVLOTOVEISLLLWISGAYGDIVMTQSPSSLEASVGDRVTITCKASQDVSTAVAWYQOKPGKQPKLLIYSAS
YRYTGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFAVY YCOOHYITPLTFGOGTELEIKRTVARPSVEIFPPSDED
LESGTASVVCLLNNFY PREARVOWKVDNALOSGNEQESVTEQDSKEDSTYSLSSTLTLSKADY EKHEVYACEV
THOGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia sefial (1-20), region variable (21-129), region constante (130-234)
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FIG.9

SEQID NO 23: Secuencia de aminodcidos de CDRH1 del anticuerpo TINA1
TAGMQ

SEQID NO 24: Secuencia de aminodcidos de CDRH2 del anticuerpo TINA1
WINTHSGVPKYAEDFKG

SEQID NO 25: Secuencia de aminodcidos de CDRH3 del anticuerpo TINA1

SGFGSSYWYFDV

SEQID NO 26: Secuencia de aminoacidos de CDRL1 del anticuerpo TINA1
KASQDVSTAVA
SEQID NO 27: Secuencia de aminoacidos de CDRLZ del anticuerpo TINA1

SASYRYT

SEQID NO 28: Secuencia de aminodcidos de CDRL3 del anticuerpo TINA1
QOHYITPLT
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FIG.10

Viabilidad celular (DO)

=
)]

= N w
- -
(%] [\ 8] (%] w un

=t

]

e 2 .

NS

R ° <3'<z
o»w &9
FFFF €&

116



FIG.11
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FIG. 12
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FIG. 13
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FIG.15
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FIG.16
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FIG.18
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FIG.21
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FIG.22
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FIG.23
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FIG.24
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FIG.25
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