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DESCRIPCION
Conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un conjugado de farmaco-anticuerpo que tiene un farmaco antitumoral conjugado
con un anticuerpo dirigido contra HER2 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 las células cancerosas y que también se une a un antigeno capaz de la
internalizacion celular, y por tanto puede administrar el farmaco selectivamente a células cancerosas, se espera por
tanto producir la acumulacién del farmaco en las células cancerosas y destruir las células cancerosas (véase,
referencias no de patente 1 a 3). Como un ADC, Mylotarg (marca registrada; Gemtuzumab ozogamicina) en el que la
caliqueamicina se conjuga con un anticuerpo dirigido contra CD33, esta homologado como un agente terapéutico para
la leucemia mieloide aguda. Ademas, Adcetris (marca comercial registrada; Brentuximab vedotina), en el que
auristatina E se conjuga con un anticuerpo dirigido contra 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 un agente antitumoral, se conocen los derivados de camptotecina, compuestos de bajo peso molecular
que inhiben la topoisomerasa | por presentar efecto antitumoral. Entre estos, un compuesto antitumoral representado
por la férmula siguiente

[Foérmula 1]

;o

(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) 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 la activacion por una enzima para ejercer su efecto antitumoral. Ademas, se observé que
su actividad inhibidora sobre la topoisomerasa era mayor que SN-38 que es la sustancia farmacéuticamente activa
principal de irinotecan y topotecan utilizada también en escenarios clinicos y se confirmé que se obtenia mayor
actividad citocida in vitro contra diversas células cancerosas. En particular, se confirmd que tenia 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, se confirmé que presentaba un potente efecto antitumoral,
y por tanto, ha experimentado 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). 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 aumentada de
recipientes sanguineos formados recientemente en tumores 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 un grupo
amino se liberan continuamente como una sustancia activa principal a, y 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 D310 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 llevé a cabo un estudio clinico para
DE-310 y también se confirmaron casos eficaces, incluyendo un informe que sugiere que la sustancia activa principal
se acumula en un tumor en vez de estar presente en tejidos normales. Sin embargo, existe un informe indicando que
la acumulacién 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 comercializé también, y sigue estando poco claro
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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-(CH)4-C(=0)- se inserta entre el separador -GGFG- y exatecan para formar -GGFG-NH-(CH>)s-
C(=0)- utilizado como una estructura separadora (Referencia de patente 4). Sin embargo, el efecto antitumoral de
dicho complejo no se conoce en absoluto.

HER2 es uno de los productos de un receptor de un factor de crecimiento tipico de tipo oncogén identificado como un
receptor 2 del factor de crecimiento de células epidérmicas humano que tiene un peso molecular de 185 kDa y que
tiene un dominio de la tirosina quinasa (referencia no de patente 15). La secuencia de ADN y la secuencia de
aminoacidos de HER2 estan disponibles en una base de datos publica y pueden referirse al, por ejemplo, n.° de registro
M11730 (GenBank), NP_004439.2 (NCBI), o similar.

HER2 (neu, ErbB-2) es uno de los miembros de la familia EFGR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) y se
activa mediante autofosforilacion en los restos de la tirosina intracelular por su formacién homodimérica o formacion
heterodimérica con otro receptor HER1 de EGFR (EGFR, ErbB-1), HER3 (ErbB-3), o HER4 (ErbB-4) (Referencias no
de patente 16 a 18), jugando por tanto un importante papel en el crecimiento celular, la diferenciacion, y supervivencia
en células normales y células cancerosas (referencias no de patente 19 y 20). HER2 se expresa en exceso en diversos
tipos de canceres tales como cancer de mama, cancer gastrico, y cancer de ovario (Referencias no de patente 21 a
26) y se ha notificado que es un factor de prondstico negativo del cancer de mama (Referencias no de patente 27 y
28).

Trastuzumab es un anticuerpo humanizado de un anticuerpo 4D5 de ratén dirigido contra HER2 (Referencia no de
patente 29 y Referencia de patente 5), denominado como anticuerpo monoclonal humanizado recombinante dirigido
contra HER2 (huMAb4D5-8, rhuMAb HER2, Herceptina (R)) (Referencia de patente 6). Trastuzumab se une
especificamente al dominio IV extracelular de HER2 e induce la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC) o ejerce un efecto anticanceroso mediante la inhibicion de la transduccion de la sefial de HER2 Referencias
no de patente 30 y 31). Trastuzumab es muy eficaz para tumores que expresan en exceso HER2 (referencia no de
patente 32) y como tales, se lanz6 en 1999 en los Estados Unidos y en 2001 en Japén como un agente terapéutico
para los pacientes con cancer de mama metastasico que expresa en exceso HER2.

Aunque el efecto terapéutico de trastuzumab en cancer de mama se ha demostrado de forma adecuada (Referencia
no de patente 33) presuntamente el 15 % de pacientes con cancer de mama que expresan en exceso HER2 que han
recibido una amplia gama de terapias anticancerosas convencionales son los que responden a trastuzumab.
Aproximadamente el 85 % de los pacientes de esta poblacion o tienen sencillamente una respuesta débil al tratamiento
con trastuzumab.

Por tanto, se ha reconocido la necesidad de un agente terapéutico que se dirija a las enfermedades relacionadas con
la expresion de HER2 para pacientes afectados por tumores que expresan en exceso HER2 con o sin respuesta débil
a trastuzumab o trastornos relacionados con HER2. T-DM1 (trastuzumab emtansina, Kadcyla (R); Referencia no de
patente 34) que tiene un farmaco antitumoral conjugado a trastuzumab mediante una estructura de enlazador, y
pertuzumab (Perjeta(R); Referencia no de patente 35 y Referencia de patente 7) disefiado para dirigirse al dominio
extracelular Il de HER2 e inhibe la formacion del heterodimero que se ha desarrollado. Sin embargo, su sensibilidad,
resistencia a la actividad, e indicaciones aceptadas son todavia insuficientes, y existen necesidades insatisfechas
necesarias para dirigirse a HER2.

La Referencia de patente 8 desvela el tratamiento del cancer positivo para HER2 con un anticuerpo dirigido contra
HER2 tal como trastuzumab y pertuzumab, en combinacién con un conjugado de polietilenglicol de 7-etil-10-
hidroxicamptotecina.

La referencia no de patente 36 desvela ADC en los que los analogos de camptotecina se unen a anticuerpos
monoclonales (BR96, AC10, 1F6) mediante enlazadores basados en glucurénido o basados en el dipéptido Val-Cit.
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[Sumario de la invencién]

[Problema técnico]

Con respecto al tratamiento de tumores por anticuerpos, se puede observar un efecto antitumoral insuficiente incluso
cuando el anticuerpo reconoce un antigeno que se une a las células tumorales, y existe casos en el que se necesita
un anticuerpo antitumoral mas eficaz. Ademas, muchos compuestos antitumorales de peso molecular bajo tienen
problemas en la seguridad similares a efectos secundarios y la toxicidad incluso cuando los compuestos tienen un
excelente efecto antitumoral. Sigue siendo un objeto conseguir un efecto terapéutico superior potenciar ademas la
seguridad. Por tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar un farmaco antitumoral que tenga un
excelente efecto terapéutico, que sea excelente en términos de efecto antitumoral y seguridad.

[Solucién al problema]

Los inventores consideran que un anticuerpo dirigido contra HER2 es un anticuerpo que capaz de dirigirse a células
tumorales, es decir, es decir, que tiene la propiedad capaz de reconocer células tumorales, una propiedad de unién a
células tumorales, una propiedad de internalizarse en las células tumorales, una actividad citotdxica contra células
tumorales, una actividad citocida contra las células tumorales, o similar; por lo tanto, cuando el compuesto antitumoral
exatecan se convierte en conjugado de farmaco-anticuerpo, mediante un resto de la estructura del enlazador, mediante
conjugacion con este 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 puede esperarse el efecto citocida del anticuerpo anti-
HER2, y la dosis del compuesto antitumoral se puede reducir en comparacion con el caso de administracion 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 dirigido contra HER2 y exatecan se conjugan entre si
mediante el enlazador, y confirmaron un excelente efecto antitumoral presentado por el conjugado para completar por
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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-HER2 a través de un enlazador que tiene una estructura representada por la
siguiente formula:

~L1-L2-LP-NH-(CH,)n"-L2-(CH,)n?-C(=0)-

mediante un enlace tioéter que se forma en un resto de enlace disulfuro presente en la parte de la bisagra del
anticuerpo anti-HERZ2,

en la que

el anticuerpo dirigido contra HER2 se une al extremo de L', el compuesto antitumoral se une al grupo carbonilo
del resto -(CH2)n?-C(=0)- con el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 como la posicion de
union,

en la que

n' representa un entero de 0 a 6,

n? representa un entero de 0 a 5,

L' representa -(Succinimid-3-il-N)-(CHz)n3-C(=0)-,

en la que n3 representa un entero de 2 a 8,

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

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

LP representa un resto de tetrapéptido de -GGFG-,

L@ representa -O- o un enlace simple, y

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

0O
N—

O

que se une al anticuerpo anti-HER2 en la posicién 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.

[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'-L2-LP-NH-(CHy)n'-L3-(CH2)n?-C(=0)- es una estructura de enlazador-farmaco
seleccionada entre el siguiente grupo:

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CHa2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

- (Succinimid-3-il-N)-CH2CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH2-C(=0)-(NH-DX)

- (Succinimid-3-il-N)-CH>CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH>CH,-C(=0)-(NH-DX)

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH,CH2CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-C(= O)-(NH-DX)
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHz-C(=0)-NH-CH,CH2-O-CH,CH2-O-CH.CH,  -C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-
(NH-DX)

- (SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CHzCHz-O-CHzCHz-O-CHzCHz -C(=O)-GGFG-NH-CHzCHzCHz-
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-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

-(SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CHzCHz-O-CHzCHz-O-CHzCHz -O-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-
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NH-CH,CH,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-HER2 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 féormula:

H
K N_

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicion 1 es la posicion de union y -GGFG- representa
el resto del tetrapéptido -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)-CH2CH,CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CHa-C(=0)-(NH-DX)
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH>CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH»-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)

- (Succinimid-S-iI-N )-CHzCHz-C(=O)-N H-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-N H-CHzCHzCHz-
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)-CH2CH;CH2CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX).

[5] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con [3], en el que resto de la estructura de enlazador-farmaco
es -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH;CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH2-O-CH,-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)-CH,CH2-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH,CH,-O-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-
HER2 comprende una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos
de aminoacidos 1 a 449 de la SEQ ID NO: 1 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 2.

[8] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6], en el que el anticuerpo anti-
HER2 comprende una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO: 1y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2.

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

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

[11] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [10], una sal del mismo, o un
hidrato del mismo, para su uso como un medicamento.

[12] El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [10], una sal del mismo, o un
hidrato del mismo, para su uso como un farmaco antitumoral y/o un farmaco anticanceroso.

[13] El farmaco antitumoral y/o el farmaco anticanceroso de acuerdo con [12], para su uso en el tratamiento del
cancer de pulmén, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de préstata, cancer de ovarios, cancer de pancreas,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2727351 T3

cancer de mama, cancer de vejiga, cancer gastrico, tumor del estroma gastrointestinal, cancer de cuello de Utero,
cancer de esofago, carcinoma de escamocelular, cancer peritoneal, cancer de higado, cancer hepatocelular,
cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, cancer endometrial, cancer de Utero, cancer de glandula salival,
cancer de rifién, cancer vulvar, cancer de tiroides, cancer de pene, leucemia, linfoma maligno, plasmacitoma,
mieloma o sarcoma.

[14] Una composicion farmacéutica que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con uno
cualquiera de [1] a [10], una sal del mismo, o un hidrato del mismo como un componente activo, y un componente
de formulacién farmacéuticamente aceptable.

[15] La composicién farmacéutica de acuerdo con [14], para su uso en el tratamiento del cancer de pulmon, cancer
urotelial, cancer colorrectal, cancer de prostata, cancer de ovarios, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer
de vejiga, cancer gastrico, tumor del estroma gastrointestinal, cancer de cuello de utero, cancer de esdéfago,
carcinoma de escamocelular, cancer peritoneal, cancer de higado, cancer hepatocelular, cancer de colon, cancer
rectal, cancer colorrectal, cancer endometrial, cancer de Utero, cancer de glandula salival, cancer de rifién, cancer
vulvar, cancer de tiroides, cancer de pene, leucemia, linfoma maligno, plasmacitoma, mieloma o sarcoma.

Efectos ventajosos de la invenciéon

Con un conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 que tiene el 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

La Figura 1 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de un anticuerpo monoclonal
humanizado dirigido contra HER-2 (SEQ ID NO: 1).

La Figura 2 muestra una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de un anticuerpo monoclonal humanizado
dirigido contra HER2 (SEQ ID NO: 2).

La Figura 3 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (27) o
trastuzumab o un ratén alotimico con una linea de células KPL-4 de cancer de mama humano trasplantadas por
via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de dias tras la inoculacion del tumor,
y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 4 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (8), (28) o
trastuzumab emtansina sobre un ratdn alotimico con una linea de células NCI-N87 de cancer gastrico humano
trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de dias tras la
inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 5 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (8), (29),
(30), trastuzumab, o trastuzumab emtansina sobre un raton alotimico con una linea de células JIMT-1 de cancer
de mama humano trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero
de dias tras la inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 6 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (31),
trastuzumab o trastuzumab emtansina sobre un ratén alotimico con una linea de células Capan-1 de cancer de
pancreas humano trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero
de dias tras la inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 7 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (50) sobre
un raton alotimico con una linea de células NCI-N87 de cancer gastrico humano trasplantadas por via subcutanea.
En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de dias tras la inoculacion del tumor, y la ordenada
representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 8 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (50),
trastuzumab o trastuzumab emtansina sobre un ratén alotimico con células ST225 de cancer de mama humano
trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de dias tras la
inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 9 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (50),
trastuzumab o trastuzumab emtansina sobre un ratén alotimico con células ST910 de cancer de mama humano
trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de dias tras la
inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 10 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (50),
trastuzumab o trastuzumab emtansina sobre un ratén alotimico con una linea de células CTG-0401 de cancer
colorrectal humano trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero
de dias tras la inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 11 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (50),
trastuzumab o trastuzumab emtansina sobre un ratén alotimico con células CTG-0860 de cancer de pulmén no
microcitico humano trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero
de dias tras la inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 12 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (50),
trastuzumab o trastuzumab emtansina sobre un ratdn alotimico con células CTG-0927 de cancer del conducto
biliar humano trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de
dias tras la inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.
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La Figura 13 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (50), o
trastuzumab o trastuzumab emtansina sobre un raton alotimico con una linea de células CTG-0137 de cancer de
esofago humano trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el numero de
dias tras la inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

La Figura 14 es un diagrama que muestra el efecto antitumoral de un conjugado de farmaco-anticuerpo (50), o
trastuzumab o trastuzumab emtansina sobre un ratén alotimico con una linea de células SK-OV-3 de cancer de
ovarios humano trasplantadas por via subcutanea. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de
dias tras la inoculacion del tumor, y la ordenada representa graficamente el volumen tumoral.

Descripcioén de las realizaciones

A partir de ahora en el presente documento, se describiran los modos preferidos de llevar a cabo la presente invencién
con referencia a los dibujos. Las realizaciones descritas a continuacion se proporcionan unicamente para ilustrar un
ejemplo tipico de la realizacion de la presente invencion y no se pretende que limiten el ambito de la presente invencion.

El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencién es un farmaco antitumoral en el
que un anticuerpo dirigido contra HER2 se conjuga con un compuesto antitumoral mediante un resto de la estructura
del enlazador y se explica en detalle a continuacion en el presente documento.

[Anticuerpo]

El anticuerpo dirigido contra HER2 utilizado en el conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 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 de preferencia
quimerizarlos o humanizarlos usando una técnica bien conocida. El anticuerpo de la presente invencion puede ser un
anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal y es preferentemente un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo dirigido contra HER2 es el anticuerpo, que es capaz de dirigirse a células tumorales, es decir, que posee
una propiedad capaz de reconocer células tumorales, una propiedad de unirse a células tumorales, una propiedad de
internalizarse en una célula tumoral, actividad citocida contra células tumorales, o similar, y puede conjugarse con un
farmaco que tiene actividad antitumoral mediante un enlazador para formar un conjugado de farmaco-anticuerpo.

La actividad de union del anticuerpo contra las células tumorales puede confirmarse usando citometria de flujo. La
internalizaciéon del anticuerpo en células tumorales pueden confirmarse usando (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 unién 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 incorporacion en células para inhibir el crecimiento celular (Bio Techniques 28: 162-
165, Enero de 2000). Como la inmunotoxina, se puede usar una proteina compleja recombinante de un dominio
catalitico de la toxina de la difteria y la proteina G.

Se puede confirmar la actividad antitumoral del anticuerpo in vitro determinando la actividad inhibidora contra el
crecimiento celular. Por ejemplo, se cultiva una linea de células cancerosas que expresan en exceso una proteina
diana del anticuerpo, y se afiade el anticuerpo a concentraciones variables en el sistema de cultivo para determinar
una actividad inhibidora contra la formacioén del foco, la formacién de colonias y el crecimiento de tipo esferoide. se
puede confirmar la actividad antitumoral in vivo, por ejemplo, administrando el anticuerpo a un ratén alotimico con una
linea de células tumorales trasplantada que expresa mucho la proteina diana, y determinar el cambio en la célula
cancerosa.

Debido a que el compuesto 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 citotéxica del compuesto antitumoral contra las 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 dirigido contra HER2 puede obtenerse mediante un procedimiento conocido en la técnica. Por ejemplo,
el anticuerpo de la presente invencion se puede obtener usando un procedimiento 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 unién de los anticuerpos al antigeno heterélogo 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 con
células de mieloma de acuerdo con un procedimiento 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.
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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 procedimiento de inmunizar animales
con las células que expresan el antigeno disefiadas mediante ingenieria genética descritas anteriormente o una linea
de células que expresa el antigeno.

Los anticuerpos dirigidos contra HER2 que se pueden usar en la presente invencion no estan particularmente limitados
y son preferentemente, por ejemplo, aquellos que tienen propiedades como se describen a continuacion.

(1) Un anticuerpo dirigido contra HER2 que tiene las siguientes propiedades:

(a) unirse especificamente a HER2, y
(b) tener una actividad de internalizarse en células que expresan HER2 mediante la union a HER2.

(2) El anticuerpo de acuerdo con (1) anterior, en el que el anticuerpo se une al dominio extracelular de HER2.

(3) El anticuerpo de acuerdo con (1) o (2) anterior, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

(4) El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (3) anterior, en el que el anticuerpo tiene una actividad
de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo y/o una actividad de citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC)

(5) El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (4) anterior, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal de ratén, un anticuerpo monoclonal quimérico, o un anticuerpo monoclonal humanizado.

(6) El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (5) anterior, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal humanizado que comprende una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 1 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID NO: 2.

(7) El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (6) anterior, en el que el anticuerpo carece de un resto de
lisina en el extremo carboxilo de la cadena pesada.

(8) El anticuerpo de acuerdo con (7) anterior, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada que consiste
en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 449 de la SEQ ID NO: 1 y una
cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacido 1 a 214
enla SEQID NO: 2.

(9) Un anticuerpo obtenido mediante un procedimiento para producir el anticuerpo de acuerdo con cualquiera de
(1) a (8), anterior, comprendiendo el procedimiento 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.

A partir de ahora en el presente documento, se describe el anticuerpo dirigido contra HER2 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”, "proteina 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 "HER2" como se usa en el presente documento se utiliza con el mismo significado que la proteina HER2.

Los ejemplos del anticuerpo dirigido contra HER2 como se usan en el presente documento pueden incluir, aunque no
de forma particularmente limitada, pertuzumab (publicacién de patente internacional n.° WO 01/00245) y trastuzumab
(patente de Estados Unidos 5821337). Se prefiere trastuzumab. Sin embargo, el anticuerpo dirigido contra HER2 de
la presente invencion no esta limitado a lo anterior siempre que se una a un anticuerpo dirigido contra HER2 que se
une especificamente a HER2, y que tenga mas preferentemente una actividad de internalizacion en células que
expresan HER2 mediante la unién a HER2.

El término "trastuzumab" como se usa en el presente documento se denomina también HERCEPTINA(R), huMAb4D5-
8, o rhuMAb4D5-8 y es un anticuerpo humanizado que comprende una cadena pesada que consiste en una secuencia
de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 449 de la SEQ ID NO: 1 (Figura 1) y una cadena ligera
que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 214 de la SEQ ID NO:
2) (Figura 2).

La expresion "que se une especificamente” tal como se usa en el presente documento significa que no tiene una
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adsorcion no especifica. Los ejemplos del criterio para determinar si la union es especifica 0 no pueden incluir la
constante de disociacion (denominada a partir de ahora en el presente documento "KD"). El valor KD del anticuerpo
para la proteina HER2 es preferentemente 1 x 10° M o mas pequefio, 5 x 10® M o mas pequefio, 2 x 10® M o mas
pequefio, 0 1 x 10 M o mas pequefio, mas preferentemente 5 x 107 M o mas pequefio, 2 x 107 M o mas pequeiio,
o 1 x 107 M o mas pequeiio, preferentemente ademas 5 x 108 M o mas pequefio, 2 x 10® M o mas pequefio, o 1 x
108 M o0 mas pequefio, y lo mas preferente 5 x 10° M o mas pequefio, 2 x 10°° M o mas pequefio, 0 1 x 10° M o mas
pequefio. La union entre la proteina HER2 y el anticuerpo puede medirse utilizando un procedimiento conocido en la
técnica, tal como la resonancia de plasmoén superficial, ELISA, o RIA.

El término "CDR", como se usa en el presente documento, se refiere a una regién 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 regioén 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 CDRLA1,
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 hibridacion 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 solucioén de hibridacion comercialmente disponible, ExpressHyb Hybridization
Solution (fabricada por Clontech, Inc.) o llevando a cabo la hibridacién 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. HER2

HER2 es uno de los productos de oncogenes de un receptor de un factor de crecimiento tipico de tipo oncogén
identificado como un oncogeén relacionado con el receptor 2 del factor de crecimiento de células epidérmicas humano
que tiene un peso molecular de 185 kDa y que tiene un dominio de la tirosina quinasa. HER2 es un miembro de la
familia EGFR que consiste HER1 (EGFR, ErbB-1), HER2 (neu, ErbB-2), HER3 (ErbB-3), y HER4 (ErbB-4) y se sabe
que autofosforila en los restos de tirosina intracelular por su formacion homodimérica o heterodimérica con otro
receptor HER1 de EGFR, HERS3, o HER4 y se activa por si mismo de esta manera,, jugando por tanto un importante
papel en el crecimiento celular, la diferenciacion, y la supervivencia en células normales y las células tumorales.

Como para la proteina HER2 que se va a usar en la presente invencion, la proteina HER2 puede purificarse
directamente a partir de células que expresan HER2 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 HER2 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 HER2 se integra en un vector capaz de expresar ADNc de HER2, la proteina HER2 puede
obtenerse sintetizando estd en una solucidon que contiene una enzima, un sustrato y una sustancia energética
requerida para la transcripcion y la traduccién, o expresando HER2 en otra célula hospedadora transformada
procariota o eucariota. Como alternativa, las células que expresan HER2 disefiadas mediante ingenieria genética
descritas anteriormente o una linea de células que expresan HER2 se puede usar como la proteina HER2.

La secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos de HER2 estan disponibles en una base de datos publica y
pueden referirse al, por ejemplo, n.° de registro M11730 (GenBank), NP_004439.2 (NCBI), o similar.

Ademas, una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o varios aminoacidos se
sustituyen, eliminan y/o afaden en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de HER2 y también tienen una
actividad bioldégica equivalente a la de la proteina se incluyen también en HER2.

La proteina HER2 humana esta constituida por una secuencia de sefalizacion que consiste en 22 restos de
aminoacidos en el extremo N, un dominio extracelular que consiste en 630 restos de aminoacidos, un dominio
transmembrana que consiste en 23 restos de aminoacidos y un dominio intracelular que consiste en 580 restos de
aminoacidos.

2. Produccién de anticuerpo dirigido contra HER2

El anticuerpo contra HERR2 de la presente invencion puede obtenerse de acuerdo con, por ejemplo, un procedimiento
llevado a cabo usualmente en la técnica, que implica inmunizar animales con HER2 o un polipéptido arbitrario
seleccionado entre la secuencia de aminoacidos de HER2 y recoger y purificar los anticuerpos producidos in vivo. La
especie bioldgica de HER2 que se va a utilizar como un antigeno no esta limitada al ser humano, y se puede inmunizar
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un animal con HER2 derivada de un animal diferente de los seres humanos tal como un ratén o una rata o con p185neu
de rata. En este caso, examinando la reactividad cruzada entre la unién de un anticuerpo a HER2 heterdloga obtenido
y HER2 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 HER2 con células de mieloma de acuerdo con un
procedimiento conocido (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, (1975) 256, pags. 495-497; Kennet, R. ed., Monoclonal
Antibodies, pags. 365-367, Plenum Press, N. Y. (1980)).

Se puede obtener HER2 que se va a utilizar como un antigeno expresando el gen HER2 en una célula hospedadora
utilizando ingenieria genética.

Especificamente, se produce un vector capaz de expresar el gen HER2, y el vector resultante se transfecta en una
célula hospedadora para expresar el gen, y a continuacion, el HER2 expresado se purifica.

Como alternativa, las células que expresan HER2 disefiadas mediante ingenieria genética descritas anteriormente o
una linea de células que expresan HER2 se puede usar como la proteina HER2. El anticuerpo dirigido contra HER2
puede obtenerse mediante un procedimiento conocido en la técnica. A partir de ahora en el presente documento, se
describe especificamente un procedimiento para obtener un anticuerpo contra HER2.

(1) Preparacion del antigeno

Los ejemplos del antigeno que se va a usar para producir el anticuerpo dirigido contra HER2 incluyen HER2, o un
polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos parcial que comprende al menos 6 aminoacidos
consecutivos de HER2, o un derivado obtenido afiadiendo una secuencia de aminoacidos dada o un transportador de
la misma.

HER2 se puede purificar directamente a partir de tejidos tumorales o células tumorales humanas y utilizarse. Ademas,
se puede obtener HER2 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 HER2 se integra en un vector
capaz de expresar ADNc de HER2, se puede obtener HER2 sintetizando este en una solucién que contiene una
enzima, un sustrato y una sustancia energética requerida para la transcripcion y la traduccion, o expresando HER2 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 HER2, que es una proteina de membrana, a la region constante de un
anticuerpo en un sistema de vector hospedador adecuado.

Se puede obtener el ADNc de HER2 mediante, por ejemplo, un procedimiento de la PCR asi denominado en el que
se lleva a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando una biblioteca de ADNc que expresa el ADNc de
HER2 como un molde y cebadores que amplifican el ADNc de HER2 (PCR; Saiki, R. K., y col., Science, (1988) 239,
pags. 487-489).

Como la sintesis in vitro del polipéptido, se puede ilustrar, por ejemplo, Rapid Translation System (RTS) fabricado por
Roche Diagnostics, Inc., pero no se limita al anterior, 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 replicon, 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, pags.
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,
pags. 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 procedimiento 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.
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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 procedimientos de separacion conocidos utilizando
la propiedad fisica o quimica de la proteina.

Los ejemplos especificos de los procedimientos incluyen el tratamiento con un precipitante de proteina comun,
ultrafiltracion, diversos tipos de cromatografia liquida tales como cromatografia de tamiz molecular (filiracion en gel),
cromatografia de adsorcion, cromatografia de intercambio iénico, y cromatografia de afinidad, didlisis, y una
combinacioén 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 regiéon 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 procedimientos 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. Se puede usar también una
linea de células que expresa HER2 como el antigeno. Los ejemplos de dicha linea de células pueden incluir las lineas
SK-BR-3, BT-474, KPL-4 y JIMT-1 de cancer de pulmén humano, una linea NCI-N87 de cancer gastrico humano y
una linea SK-OV-3 de cancer de ovarios humano. La linea de células de la presente invencién no esta limitada a estas
lineas de células siempre que exprese HER2.

(2) Produccion de anticuerpo monoclonal dirigido contra HER2

Los ejemplos del anticuerpo que se une especificamente a HER2 incluyen un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a HER2, y un procedimiento para obtener dicho anticuerpo es como se describe a continuacion.

La produccién 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 "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;

(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.

A partir de ahora en el presente documento, el procedimiento de producir un anticuerpo monoclonal se describira en
detalle tras las anteriores etapas, sin embargo, el procedimiento 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 HER2 preparado mediante el procedimiento que se describe anteriormente o un péptido
parcial del mismo.

Ademas, una fraccion de membrana preparada a partir de células recombinantes que expresan HER2 o las propias
células recombinantes que expresan HER2, y también un péptido parcial de la proteina de la invencion sintetizado
quimicamente mediante un procedimiento conocido por los expertos en la materia se puede usar también como el
antigeno.

Ademas, se puede utilizar también una linea de células que expresa HER2 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 completo o incompleto de Freund
0 un agente auxiliar tal como sulfato de aluminio potasio y la mezcla resultante se us6 como un inmunégeno para
inmunizar un animal experimental. Otro procedimiento implica inmunizar un animal experimental con células que
expresan un antigeno tal como un inmunégeno. Como animal experimental, se puede usar sin impedimentos cualquier
animal utilizado en un procedimiento de produccion de hibridoma conocido. Especificamente, por ejemplo, un ratén,
una rata, una cabra, ovejas, ganado bovino, un caballo, o similares. Sin embargo, desde el punto de vista de la facilidad
de disponibilidad 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.
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Ademas, la cepa de ratdn o rata que se va a utilizar no esta particularmente limitada, y en el caso de un ratén, por
ejemplo, se pueden usar varias cepas tales como A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA, FL,
HTH, HT1, LP, NZB, NZW, RF, R lll, SJL, SWR, WB, y 129 y similares, y en el caso de una rata, se pueden usar, por
ejemplo las variedades, 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.

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

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

La edad de dicho raton o rata en el momento de la inmunizacion 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 HER2 o un recombinante del mismo, se puede utilizar, por ejemplo, un procedimiento
conocido escrito en detalle en, por ejemplo, Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol. I. Il IIl., Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1987); Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental Inmunochemistry, Charles C Thomas
Publisher Springfield, lllinois (1964) o similar.

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

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 combinacién 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 tltima
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.

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 108 a 1 x 107 células.

La dosis del antigeno en el momento de llevar a cabo la inmunizacion de refuerzo varia dependiendo del tipo o tamario
del animal o similar, sin embargo, en el caso de, por ejemplo, un raton, la dosis se ajusta generalmente de 0,05 a
5 mg, preferentemente 0,1 a 0,5 mg, mas preferentemente aproximadamente 0,1 a 0,2 mg. Cuando el inmundégeno
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 procedimientos de medicion del titulo de anticuerpos que se van a usar aqui incluyen un
procedimiento RIA y un procedimiento ELISA, pero el procedimiento no se limita a lo anterior. Por ejemplo, si se emplea
un procedimiento 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 solida tal
como una placa de 96 pocillos para ELISA, y la superficie de la fase soélida que no tiene antigeno adsorbido a la misma
se cubre con una proteina no relacionada con el antigeno tal como albumina de suero bovino (BSA). Tras lavar la
superficie, la superficie se pone en contacto con una muestra diluida en serie (por ejemplo, suero de ratén) 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 ratén
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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 procedimiento 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 los esplenocitos, se puede emplear un procedimiento general en el
que se separan las células productoras de anticuerpos homogeneizando el bazo para obtener las células mediante
filtracidon 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(45.6TG), FO, S149/5XX0 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 [un 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 de Eagle modificado por Dulbecco (en lo sucesivo denominado" DMEM "). En este
caso, de 3 a 4 dias antes de realizar la fusion celular, las células se subcultivan en un medio normal (por ejemplo, un
medio ASF104 (fabricado por Ajinomoto Co., Ltd.) que 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 procedimiento conocido (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. I. Il I,
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 las células
no se reduzca excesivamente.

Como dicho procedimiento, por ejemplo, puede usarse un procedimiento quimico en el que las células productoras de
anticuerpos y las células de mieloma se mezclan en una solucién que contiene un polimero tal como polietilenglicol a
alta concentracién, un procedimiento fisico que usa estimulacion eléctrica, o similar. Entre estos procedimientos, un
ejemplo especifico del procedimiento quimico es tal como se describe a continuacion.

Es decir, en el caso donde se utiliza polietilenglicol en la soluciéon 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 procedimiento de seleccionar hibridomas obtenidos mediante la fusién celular anteriormente descrita no esta
particularmente limitado. Normalmente, se usa un HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina) procedimiento de
seleccion (Kohler y col., Nature (1975), 256, pag. 495; Millstein y col., Nature (1977), 266, pag. 550).

Este procedimiento 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.

() Division en clones de células individuales (clonacion)

Como procedimientos de clonacién para los hibridomas, un procedimiento conocido tal como un procedimiento de
metilcelulosa, un procedimiento de agarosa blanda, o un procedimiento de dilucién limitante (véase, por ejemplo,
Barbara, B. M. y Stanley, M. S.: Selected Methods in Cellular Immunology, W. H. Freeman and Company, San
Francisco (1980)). Entre estos procedimientos, particularmente, se prefiere un procedimiento de cultivo tridimensional
tal como un procedimiento de metilcelulosa. Por ejemplo, el grupo de hibridomas producidos mediante fusién celular

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2727351 T3

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 HER2.

(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 procedimiento conocido.

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

El hibridoma obtenido mediante el procedimiento 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 clonacion, 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
procedimiento 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 raton 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
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 administré en la cavidad abdominal del ratén. En
general, cuando el abdomen se expandio y se rellend con el fluido ascitico, el fluido ascitico se recogié a partir del
ratén. Mediante este procedimiento, 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 procedimiento anteriormente descrito se puede purificar mediante un
procedimiento descrito en, por ejemplo, Weir, D. M.: Handbook of Experimental Immunology Vol. |, 11, 1ll, Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1978).

El anticuerpo monoclonal obtenido de esta manera tiene una alta especificidad antigénica por HER2. Los ejemplos del
anticuerpo monoclonal de acuerdo con la presente invencién pueden incluir, aunque no de forma particularmente
limitada, un anticuerpo monoclonal de ratén 4D5 (ATCC CRL 10463).

(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 procedimiento de identificacion incluyen un procedimiento Ouchterlony, un
procedimiento ELISA, y un procedimiento RIA.

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

Por otra parte, cuando se usa un procedimiento ELISA o un procedimiento 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 un procedimiento mas sencillo, un kit de identificacion comercialmente disponible (por ejemplo, Mouse
Typer Kit fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) o similares se puede usar también.

Ademas, se puede llevar a cabo la determinacién cuantitativa de una proteina mediante el procedimiento de Folin
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Lowry y un procedimiento 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 citotéxica equivalente
a la del anticuerpo contra HER2 obtenido en la etapa de (g). Como ejemplo de dicho anticuerpo, se puede ilustrar un
anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo contra HER2. 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 contra
HER2, se puede determinar que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo dirigido contra
HER2. Ademas, confirmando que el anticuerpo monoclonal compite con el anticuerpo dirigido contra HER2 para la
union a HER2 (es decir, el anticuerpo monoclonal inhibe la unién entre el anticuerpo dirigido contra HER2 y HER2),
se puede determinar que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo dirigido contra HER2
incluso si no se ha determinado la secuencia o la estructura especifica del epitopo. Cuando se confirma que el
anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo dirigido contra HER2, se espera firmemente que el
anticuerpo monoclonal tenga la afinidad de unién a antigeno o una actividad biolégica equivalente a la del anticuerpo
dirigido contra HER2.

(3) Otros anticuerpos

El anticuerpo de la invencion incluye no solo el anticuerpo monoclonal anteriormente descrito contra HER2 sino
también un anticuerpo recombinante obtenido mediante modificacion artificial a fin de disminuir la antigenicidad
heterdloga en seres humanos tal como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano.
Estos anticuerpos se pueden producir utilizando un procedimiento 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 region variable de un anticuerpo
derivado de ratén o rata se une a una region constante de un anticuerpo derivado de ser humano (véase Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81,6851-6855, (1984)). Los ejemplos del anticuerpo quimérico de acuerdo con la presente invencion
pueden incluir, aunque no de forma particularmente limitada, un anticuerpo quimérico 4D5 que comprende una region
constante de la cadena pesada de la IgG1 o IgG2 humana.

Como el anticuerpo humanizado, un anticuerpo obtenido integrando solo una regidon 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 procedimiento de injerto a la CDR (documento n.° WO
90/07861), y un anticuerpo humanizado que utiliza una estrategia de mutagénesis de conversion génica (patente de
Estados Unidos n.° 5821337).

El término "varios" como se usa en el presente documento se refierea1a 10,1a9,1a8,1a7,1a6,1a5,1a4,1
a3,0102.

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.

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. El término "homologia" como se usa en el presente
documento se utiliza con el mismo significado que "identidad".

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.
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Ademas, el anticuerpo de la invencion incluye un anticuerpo humano que se une a HER2. Un anticuerpo humano
dirigido contra HER2 se refiere a un anticuerpo humano que tiene solo una secuencia de un anticuerpo derivado de
un cromosoma humano. El anticuerpo humano dirigido contra HER2 se puede obtener mediante un procedimiento que
utiliza un raton productor de anticuerpos humanos que tiene un fragmento de cromosoma humano que comprende
genes de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo humano (veanse Tomizuka, K. y col., Nature Genetics
(1997) 16, pags. 133-143; Kuroiwa, Y. y col., Nucl. Acids Res. (1998) 26, pags. 3447-3448; Yoshida, H. y col., Animal
Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, pags. 69-73 (Kitagawa, Y., Matuda, T. e lijima, S. eds.), Kluwer
Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. 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 pesada y la cadena
ligera de la inmunoglobulina, y a su vez, los loci génicos de la cadena pesada y la cadena ligera de la 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 hospedadores, se pueden usar, por ejemplo, células eucariotas, preferentemente células de mamiferos
tales como células CHO, linfocitos o células de mieloma.

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

Por ejemplo, se selecciona un procedimiento de expresion en fago en el que una region 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 expresion que comprende la secuencia e introduciendo el vector en un hospedador adecuado
para expresar este (documentos nimeros WO 92/01047, 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).

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 desnaturalizacion 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 correlacion 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 invencion a modificacion quimica o biolégica. 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 modificaciéon posterior a la traduccion (tales como glicosilacion unida a N o glicosilacion unida a O,
procesamiento del extremo N o el extremo C, desamidacién, isomerizacién de acido aspartico, u oxidacién de
metionina), y variantes en las que se ha afadido un resto de metionina al extremo N que se expresa en una célula
hospedadora procariota. Ademas, un anticuerpo marcado de forma que permita la detecciéon o el aislamiento del
anticuerpo o un antigeno de la invencion, por ejemplo, se incluyen también en el significado de la variante modificada,
un anticuerpo marcado con una enzima, un anticuerpo marcado con fluorescencia, y un anticuerpo marcado por
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afinidad. Dicha variante modificada del anticuerpo de la invencién es util para mejorar la estabilidad y la retencién 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 modificacion de un glicano de los anticuerpos, se conocen los documentos WO 99/54342, WO
00/61739, WO 02/31140, 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
continuacion el gen en un hospedador adecuado, se puede usar una combinacion de un hospedador adecuado y un
vector de expresion adecuado. Los ejemplos especificos del gen del 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 las células animales, células de mamiferos, por ejemplo, células COS de simio
(Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pags. 175-182, ATCC CRL-1650, fibroblastos NIH3T3 de murino (ATCC n.° CRL-1658),
y se pueden ilustrar 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 procedimiento 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 delecién y modificacion de la secuencia de
la cadena pesada no afecta la afinidad de union al antigeno y la funcion efectora (la activacién 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 modificacién 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 deleciéon que tiene una delecién 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 funcién
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
delecion anteriormente descrita, o pueden ser de dos tipos combinados seleccionados de los anteriores. La relacion
de la cantidad de cada variante de delecién 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.

Como isotipo del anticuerpo de la invencion, por ejemplo, 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), e 1IgG1 o IgG2 pueden
ilustrarse preferentemente.

Como actividad bioldgica del anticuerpo, generalmente se puede ilustrar una actividad de unién a antigeno, una
actividad de internalizaciéon en células que expresan un antigeno mediante la unién al antigeno, una actividad de
neutralizacion de la actividad de un antigeno, una actividad de potenciacion de la actividad de un antigeno, una
actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), una actividad de citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC), y una fagocitosis mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCP). La actividad bioldgica
del anticuerpo de la presente invencion es una actividad de unién a HER2, y preferentemente una actividad de
internalizacién en células que expresan HER2 mediante la union a HER2. 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
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internalizacion celular.

El anticuerpo obtenido puede purificarse hasta homogeneidad. La separacion y la purificacion del anticuerpo puede
llevarse a cabo empleando un procedimiento de separacion y purificacion de proteinas adicional. Por ejemplo, el
anticuerpo se puede separar y purificar seleccionando y combinando adecuadamente la cromatografia en columna,
filtracién 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
procedimiento 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 Corporation) 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 dirigido contra
HERZ2 de la presente invencién. El compuesto antitumoral utilizado en la presente invencién 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 una
estructura sin modificar 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), uno de los derivados de camptotecina, se puede usar preferentemente.

[Formula 14]

Aunque teniendo un excelente efecto antitumoral, exatecan no se ha comercializado como un farmaco antitumoral. El
compuesto puede obtenerse facilmente mediante un procedimiento conocido y el grupo amino en la posicion 1 puede
utilizarse preferentemente como una posicion 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 y es
necesario decir que cualquiera de estos estados esté 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).
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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. Se llevé a cabo la produccion
del conjugado de farmaco-anticuerpo definiendo las condiciones de reaccion que incluyen las cantidades de materias
primas y reactivos utilizadas para la reaccion con el fin de tener un nimero constante de moléculas de farmacos
conjugadas. Se obtiene generalmente una mezcla conteniendo cantidades diferentes de moléculas de farmacos
conjugadas obtenidas de forma diferente a la reaccién 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 niumero de moléculas de farmaco conjugadas significa un valor promedio excepto en el caso en el que
representa un conjugado de farmaco-anticuerpo que tiene un nimero 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 el niumero
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 reaccion para conjugar un numero requerido de moléculas de farmaco con una molécula de anticuerpo
basandose en la descripcion de los Ejemplos de la presente solicitud y puede obtener un conjugado de farmaco-
anticuerpo con un numero controlado de moléculas de exatecan.

[Estructura del enlazador]

Con respecto al conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencion, se explica la
estructura del enlazador para conjugar un compuesto antitumoral con el anticuerpo dirigido contra HERZ2. El enlazador
tiene una estructura de la siguiente formula:

~L1-L2-LP-NH-(CH,)n'-L2-(CH2)n?-C(=O)-.

El anticuerpo se une al extremo de L' (extremo opuesto a la unién con L?), y el compuesto antitumoral se une al grupo
carbonilo del resto -L2-(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 por la siguiente estructura: -(Succinimid-3-il-N)-(CH2)n3-C(O)-.

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

[Foérmula 15]
0

N—

o]

La posicion 3 de la estructura parcial anterior es una posicion de unién al anticuerpo dirigido contra HER2. La unidn
con el anticuerpo en la posicién 3 se caracteriza por la unién con la formacion tioéter. El atomo de nitrogeno 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)-(CH2)n3-C(=0)-L?- es una estructura representada por
la siguiente férmula (en el presente documento, "anticuerpo-S-" se origina a partir de un anticuerpo).

[Formula 16]

Anticuerpo —S._ _J/
L N=(CH,)n-C(=O)-L2-

~

0

En la formula, n® es un entero de 2 a 8, y preferentemente 2 a 5.
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Los ejemplos especificos de L' pueden incluir -(Succinimid-3-il-N)CH2CH,-C(=0)-, -(Succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH,-
C(=0)-, -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH,-C(=0)-, y-(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH2CH,CH»-C(=0)-.

2.2
L2 se representa por la siguiente estructura:
-NH-(CH2CH2-O)n*-CH,CH,-C(=0)-,

L2 puede no estar presente, y en tal caso, L? es un enlace simple. 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 LP en su grupo carbonilo en el otro extremo.

Los ejemplos especificos de L? pueden incluir -NH-CH>CH;-O-CH,CH2-C(=0)-, -NH-CH,CH,-O-CH,CH,-O-CHCH,-
C(=0)-, -NH-CH3CH2-O-CH,CH-O-CH>CH,-O-CH,;CH>-C(=0)-, -NH-CH,CH>-O-CH>CH,-O-CH,CH>-O-CH,CH»-O-
CH2CH»-C(=0)-, -NH-CH>CH,-O-CH;CH>-O-CH>CH,-O-CH;CH2-O-CH,CH»-O-CH2CH,-C(=0)-,  -NH-CH,CH»-O-
CH2CH»-0O-CH,CH,-0-CH;CH,-0O-CH;CH2-O-CH2CH,-O-CH;CH,-C(=0)-.

3.L°

LP es el resto tetrapéptido -GGFG- (en el que G = glicina (Gly); F = fenilalanina (Phe)). LP se une a L? en su extremo
N y se une al grupo amino del resto -NH-(CHz)n'-L2-(CH2)n?-C(=0)- del enlazador en su extremo.

4. L2-(CHo)n%-C(=0)-

L2 in L2-(CH2)n?-C(=0)- es una estructura de -O- o un enlace simple. n? es un entero de 0 a 5, preferentemente 0 a 3,
y mas preferentemente 0 o 1.

Los ejemplos de L3-(CH)n?-C(=0)- pueden incluir 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)-,
-0-C(=0)-.

Entre estos,

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

-O-CH2CH,-C(=0)-,

-0-C(=0},

o 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-(CHz)n'-L2-(CH)n?-C(=0)- del enlazador pueden
incluir

-NH-CH-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-C(=0)
-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-,
-NH-CH2CH,-O-CH»-C(=0)-,
-NH-CH2CH2CH2-C(=O)-,
-NH-CH2CH2CH2CH2-C(=O)-,
-NH-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-,
-NH-CH2-O-C(=0)-,
-NH-CH2CH,-O-C(=0)-,
-NH-CH2CH>CH,-O-C(=0)-,
-NH-CH2CH2CH2CH2-C(=O)-.

Entre estos,
-NH-CH2CH2CH2-C(=O)-,
-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-O-CH,-C(=0)-
son mas preferidos.

En el enlazador, La longitud de la cadena de -NH-(CH2)n'-L2-(CH2)n2-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.
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Con respecto al conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencion, cuando se transfiere
al interior de las células tumorales, se ha sugerido que el resto enlazador se escinde y el derivado de farmaco que
tiene una estructura representada por NH,-(CHz)n'-L3-(CH2)n?-C(=0)-(NH-DX) se libera para expresar una accion
antitumoral. Los ejemplos del derivado antitumoral que presenta un efecto antitumoral mediante la liberacion del
conjugado de farmaco-anticuerpo de la presente invencion incluyen un derivado antitumoral que tiene un resto de
estructura en el que la estructura representada por -NH-(CHz)n'-L2-(CH;)n?-C(=0)- del enlazador tiene un grupo amino,
y el particularmente preferido incluye los siguientes.

NH,-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
NH,-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
NH2-CH,-O-CHz-C(=0)-(NH-DX),
NH;-CHCH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX).

Mientras tanto, en el caso de NH;-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-CH,-C(=O)-(NH-DX)
siguiente. Aquellos compuestos se pueden usar también preferentemente como intermedio de produccion del
conjugado de farmaco-anticuerpo de la presente invencion.

Para el conjugado de farmaco-anticuerpo de la presente invencion en el que exatecan se usa como el farmaco, es
preferible que el resto de estructura farmaco-enlazador [-L'-L?-LP-NH-(CH2)n'-L2-(CH2)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 molécula de anticuerpo puede ser de 1 a 10. Preferentemente, es 2 a 8 y mas preferentemente 3 a 8. -
(Succinimid-3-il-N)-CH,CH-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-GGFG-
NH-CH2CH2CH>-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH>CH>CH>-C(=0)-GGF G-NH-CH>-O-CH>-C(=0)-
(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH>CH>CH2CH>CH>-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2CH>-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-
N)-CH2CH,CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH2CH,>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-
CH2CH2CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,-O-CH»-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH.CH>CH,CH,CH»-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2-0-CH2-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH,CH;CH,CH,>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,;CH,-C(=
0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH>CH2-O-CH,CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CHCH>-
C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH>-O-CH,CH,-O-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CHzCHzCHz- ( ) (NH DX) -(SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CH2CH2-0-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-
CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH,CH,-O-
CH2CH;-O-CH2CH3-O-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-DX).

Entre estos, los mas preferidos son los siguientes. -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,;CH>-C(=0)-
(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-
N)-CH2CH2CH2CH,>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH,>CH>-
C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-O-CH-C(=0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH>CH>CH>-C(=0)-GGFG-NH-
CH2CH,-C(= 0)-(NH-DX), -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH,CH,-O-CH>CH>-C(=0)-GGF G-NH-
CHzCHzCHz- ( ) (NH DX) (SUCCInImId -3-il- N) CHzCHz-C( O) -NH- CHzCHz-O CHzCHz-O CHzCHz -O- CHzCHz-O-
CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH>-C(=0)-(NH-DX).

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

Con respecto a la estructura del enlazador para conjugar el anticuerpo dirigido contra HER2 y el 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 estas estructuras es la posicion de union con el anticuerpo y el extremo derecho es una posicion
de union con el farmaco. -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-C(=0)-, -(Succinimid-3-il-N)-
CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH2-C(=0)-, -(Succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,;CH.-
C(=0)-, ~(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH;CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,-O-CH»-C(=0)-,  -(Succinimid-3-il-N)-
CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-, -(SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-
GGFG-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-, -(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH>CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-O-CH»-C(=0)-, -
(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH>CH,CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,-O-C(=0)-,  -(Succinimid-3-il-N)-CH,CH>-C(=0)-

NH-CH2CH;-0-CH2CH,-0O-CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-C(=0)-, ~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHa-C(=0)-NH-
CH2CH,0-CH2CH;0-CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH,-C(=O)-, -(Succinimid-3-il-N)-CH,CHa-C(=0)-NH-
CH2CH2-O-CH2CH2-0-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-N H-CHzCHz-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-CHzCHzCHz-C(=O)-.

Entre estos, los mas preferidos son los siguientes. -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,;CH>-C(=0)-
, -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH,CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2-O-CH,-C(=0)-, -(Succinimid-3-il-N)-
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CH2CH2CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2-0-CH2-C(=0)-, -(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-
NH-CH2CH,-O-CH2-C(=0)-,  -(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-O-C(=0)-, -
(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH20-CH,CH20-CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHZ-C(=0)-, -
(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)-CH,CH,CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-
CH2-O-CH2-C(=0)-, -(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH>CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH»-O-CH,-C(=0)-, -
(Succinimid-3-il-N)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH;CH,0-CH,CH,0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,;CH>CH,-C(=0)-.

[Procedimiento de produccion]

A continuacion, se proporcionan explicaciones del procedimiento representativo para producir el conjugado de
farmaco-anticuerpo de la presente invencion o una produccién intermedia del mismo. Mientras tanto, Los compuestos
se describen a partir de ahora en el presente documento con el nUmero de compuesto que se muestra en cada férmula
de reaccion. Especificamente, se denominan "compuesto de férmula (1)", un "compuesto (1)", o similares. Los
compuestos con numeros diferentes de aquellos se describen también de forma similar.

1. procedimiento de produccion 1

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

[Formula 17]

AB

3
LV L 2L BN (CH N - (CHIR-CEOHNHDX) 0 AB-LILZ-LP-NH-(CH N -LA(CH,n-C(=0)-(NH-DX)

2 1

[En la formula, 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)

[Formula 18]

(en la féormula, el atomo de nitrégeno esta en la posicion de unidn) y representa especificamente un grupo en el que
el resto -(Succinimid-3-il-N)- en -(Succinimid-3-il-N)-(CH2)n3-C(=0)- de L' es un grupo maleimidilo. Ademas, el -(NH-
DX) representa una estructura representada por la siguiente formula:

[Formula 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 férmula (1) en la anterior férmula de reaccién puede interpretarse 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 descripcion dada por razones de conveniencia, y existen realmente muchos casos
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en los que una pluralidad de restos de estructura estan unidos a una molécula de anticuerpo. Lo mismo se aplica a la
explicacion del procedimiento de produccién descrito a continuacion.

Se puede producir el conjugado de farmaco-anticuerpo (1) haciendo reaccionar el compuesto (2), que es obtenible
mediante el procedimiento 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 procedimiento 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 reacciéon 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 la 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 solucidon 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 soluciéon tampoén
que se pueden usar incluyen una solucién 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 molécula de
anticuerpo. Especificamente, es suficiente que la solucidon que contiene el compuesto (2) disuelto en la anterior se
afiada a una solucién tampén que contiene el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo para la reaccién. En el
presente documento, los ejemplos de la soluciéon tampdn que se pueden usar incluyen solucién de acetato de sodio,
fosfato de sodio, y borato de sodio. El pH de la reaccién 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).

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 soluciéon 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, tras concentracion, intercambio de tampén,
purificacion, y medicién de la concentracion de anticuerpo y nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas
por molécula de anticuerpo de acuerdo con los procedimientos comunes descritos a continuacién, a identificacion del
conjugado de farmaco-anticuerpo (1).

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

A un recipiente Amicon Ultra (50.000 MWCO, Millipore Corporation), se afiadié una solucién de anticuerpo o un
conjugado de farmaco-anticuerpo y la solucion del anticuerpo o el conjugado de farmaco-anticuerpo se concentré
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: Medicién de la concentracion de anticuerpo

Utilizando un detector UV (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific Inc.), se llevd a cabo la medicién de la
concentracion del anticuerpo de acuerdo con el procedimiento definido por el fabricante. En ese momento, se usé un
coeficiente de absorcion a 280 nm diferente para cada anticuerpo (1,3 mimg1 cm™ a 1,8 mimg™ cm™).

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

columna NAP-25 (n.° de Catalogo 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
procedimiento definido por el fabricante. Se aplicd una solucién acuosa del anticuerpo en una cantidad de 2,5ml a
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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 concentracion 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 Catalogo 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) utilizando Sephadex G-25 se
equilibré el transportador con tampoén 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 procedimiento definido por el fabricante. Se
aplicé una solucion 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 fraccién resultante se concentré6 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), tampodn 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 aplicoé una soluciéon acuosa de la reaccién del conjugado de farmaco-anticuerpo en una
cantidad de aproximadamente 1,5 ml a la columna NAP-25, y a continuacion se eluyd en una cantidad definida por el
fabricante para recoger la fraccion de anticuerpo. Se aplicé de nuevo la fraccion recogida a la columna NAP-25 vy,
repitiendo 2 a 3 veces en total el proceso de purificacion mediante filtracion en gel para eludir con tampén, se obtuvo
el conjugado de farmaco-anticuerpo excluyendo el enlazador del farmaco no conjugado y un compuesto de bajo peso
molecular de clorhidrato de (tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), N-acetil-L-cisteina (NAC), y dimetil sulféxido).

Procedimiento general E: Medicion de la concentraciéon de anticuerpo en el conjugado de farmaco-anticuerpo y nimero
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 solucién 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 el 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 concentracion de anticuerpo y la concentracion de farmaco en el conjugado de farmaco-
anticuerpo se expresan con las siguientes ecuaciones.

Azgo = Ap 280 + Aa280 = €p,280Cp + €a2860Ca  Ecuacion (1)
As70 = Aps7o + Ana7o = €0,370Cp + €a370Ca  Ecuacion (11)

En lo anterior, A2go representa la absorbancia de una solucion acuosa del conjugado de farmaco-anticuerpo a 280 nm,
As7o representa la absorbancia de una solucion acuosa del conjugado de farmaco-anticuerpo a 370 nm, Aa2s0
representa la absorbancia de un anticuerpo a 280 nm, Aa,37o representa la absorbancia de un anticuerpo a 370 nm,
Ap,280 representa la absorbancia de un precursor conjugado a 280 nm, Ap37o 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 absorcién molar de un anticuerpo a 370 nm, €p,250 representa el coeficiente de absorcion
molar de un precursor conjugado a 280 nm, €p 37 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 €a 280, €a,370, £D,280, Y €p,370 €N €l anterior, se utilizaron los valores anteriormente preparados (valor estimado
basado en el céalculo o la medicién del valor obtenido mediante mediciones UV de los compuestos. Por ejemplo, se
puede estimar €a 280 @ partir de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo utilizando un procedimiento de calculo
conocido (Protein Science, 1995, vol. 4, 2411-2423). €a 370 €s generalmente cero. En los Ejemplos, como para el
coeficiente de absorcién molar de trastuzumab, se utilizaron €a 280= 215400 (valor estimado basado en el célculo) y
easro = 0. €p280 Y €p,370 pueden obtenerse basandose en la ley de Lambert-Beer (Absorbancia = concentracion molar
x coeficiente de absorcion molar x longitud de la trayectoria celular) midiendo la absorbancia de una solucién en la que
el precursor conjugado que se va a usar se disuelve a una determinada concentracién molar. Como para el coeficiente
de absorcion molar de un enlazador de farmaco en los Ejemplos, se utilizaron €p 280 = 5000 (valor promedio medido) y
€p,370 = 19000 (valor promedio medido), a menos que se especifique lo contrario. Midiendo Azso y Aszo de una solucion
acuosa del conjugado de farmaco-anticuerpo y resolviendo las ecuaciones simultaneas (1) y (Il) utilizando los valores,
se pueden obtener Ca y Cp. Ademas, dividiendo Cp por Ca, se puede obtener la cantidad promedio de moléculas de
farmaco conjugadas por molécula de anticuerpo.

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

Se puede determinar también el nimero 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 el siguiente procedimiento 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 ul). Se usé una muestra en la que el enlace disulfuro entre la cadena L y la
cadena H del conjugado de farmaco-anticuerpo se ha escindido incubando la mezcla durante 30 minutos a 37 °C en
un analisis 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 ultravioleta (medicion de la longitud de onda: 280 nm)

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

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

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

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

Volumen de inyeccién de la muestra: 15 pl

[F-3. Analisis de datos]

[F-3-1 ] En comparacion con las cadenas L (Lo) y H (Ho) del anticuerpo no conjugado, las cadenas L (cadena L
unida una molécula de farmaco: L) y H (cadena H unida a una molécula de farmaco: H1, cadena H unida a dos
moléculas de farmaco: H,, cadena H unida a tres moléculas de farmaco: Hs) conjugadas a farmaco presentan
mayor hidrofobicidad en proporcion al nimero de moléculas de farmaco conjugadas y tienen por tanto un tiempo
de retencion mayor. Estas cadenas se eluyeron por tanto en el orden de Lo y L1 0 Ho, H1, H2, y Hs. se puede asignar
la deteccion de picos a cualquiera de Lo, L1, Ho, H1, H2, y H3 comparando los tiempos de retencién con Lo y Ho.

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

[Expresion 1]

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

Coeficiente de extincion molar de la cadena L

Coeficiente de extincion molar de la cadena L + El nimero de moléculas de farmaco
conjugadas x Coeficiente de extincion molar del enlazador del farmaco

[Expresion 2]

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

Coeficiente de extincion molar de la cadena H

X Coeficiente de extincion molar de la cadena H + El nimero de moléculas de farmaco

conjugadas x el coeficiente de extincion molar del enlazador del farmaco

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 procedimiento de calculo conocido (Protein Science, 1995, vol. 4, 2411-2423). En el caso de trastuzumab, se
utilizaron un coeficiente de extincion molar de 26150 y un coeficiente de extincion molar de 81290 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 convirtid en succinimida tioéter mediante la
reaccion de cada enlazador de farmaco con mercaptoetanol o N-acetilcisteina.

[F-3-3] Se calculd la relacion del area del pico (%) de cada cadena para el total de los valores corregidos de las areas
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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
ApotAp1t+Apa+Ays

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

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

[F-3-4] Se calculd el nimero 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 0 + relacion del area del
pico Lo x 1 + relacion del area del pico Ho x 0 + relacién del area del pico H1 x 1 + relacion del area del pico Hz x 2
+ relacion del area del pico Hz x 3) / 100 x 2

Se describe a continuacion la produccion del compuesto intermedio utilizado en el procedimiento de produccién 1. El
compuesto representado por la férmula (2) en el procedimiento de produccion 1 es un compuesto representado por la
siguiente formula: (maleimid-N-il)-(CH2)n3-C(=0)-L?-LP-NH-(CH2)n"-L2-(CH2)n?-C(=0)-(NH-DX).

En la férmula,

n3 representa un entero de 2 a 8,

L2 representa -NH-(CH,CH,-O)n*-CH,CH,-C(=0)- 0 un enlace simple,

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

LP representa un resto de tetrapéptido de -GGFG-,

n' representa un entero de 0 a 6,

n? representa un entero de 0 a 5,

L@ representa -O- o un enlace simple, (maleimid-N-il)- es un grupo maleimidilo (grupo 2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-
1-ilo) representado por la siguiente férmula:

[Formula 20]

O
—N |

O

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

[Formula 21]

A
;0

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

Cuando L? es un enlace simple o -NH-(CH2CH,-0)n*-CH,CH,-C(=0)-, se prefiere como intermedio de produccién que
n* debe ser un entero de 2 a 4.

Ademas, como para el -NH-(CHz)n'-L2-(CHz)n?-, un compuesto que tiene -NH-CH,CHy-, -NH-CH,CH,CH-, -NH-
CH2CH2CH2CH2-, -NH-CH2CH,CH2CH2CH»-, -NH-CH,-O-CH2-, o -NH-CH,CH,-O-CH,- es preferido como un
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intermedio de produccién. un compuesto que tiene -NH-CH,CH,CH>-, -NH-CH2-O-CHa-, 0 -NH-CH2CH2-O-CH2 es mas
preferido.

Un compuesto representado por la formula (2) en el que n® es un entero de 2 a 5, L? es un enlace simple, y - NH-
(CHz)I’I1-La-(CH2)I’l2- es -NH-CH2CH2-, -NH-CH2CH2CH2-, -NH-CH2CH2CH2CH2-, -NH-CH2CH2CH2CH2CH2-, -NH-CHz-
O-CHa-, 0 -NH-CH,CH,-O-CH- es preferido como un intermedio de produccion. Un compuesto en el que -NH-(CHaz)n'-
L2-(CH2)n?- es -NH-CH,CHa-, -NH-CH,CHCHa-, -NH-CH2-O-CHz-, 0 -NH-CH,CH,-O-CHy- es mas preferido. Se
prefiere ademas un compuesto en el que n® es un entero de 2 o0 5.

Un compuesto representado por la férmula (2) en el que n® es un entero de 2 a 5, L? es -NH-(CH,CH2-O)n*-CHCH,-
C(=0)-, n* es un entero de 2 a 4, y -NH-(CH2)n'-L2-(CH2)n?- es -NH-CH,CH-, -NH-CH,CH,CH>-, -NH-CH,CH,CH,CH,-
, -NH-CH>CH>CH>CH,CH>-, -NH-CH>-O-CHa-, 0 -NH-CH,CH,-O-CH.- es preferido como un intermedio de produccién.
Es mas preferido un compuesto en el que n* es un entero de 2 o 4. Un compuesto en el que -NH-(CHz)n'-L2-(CHz)n?-
es -NH-CH,CH,CHj>-, -NH-CH2-O-CH,-, 0 -NH-CH,CH,-O-CH,- es ademas preferido.

Los ejemplos preferidos de un intermedio util en la produccién de dicho compuesto de la presente invencion pueden
incluir los siguiente. (maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2-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>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH,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,CH2CH>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-CH>CH>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,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2,CH;CH,CH,CH2-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>CH2-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>CH,CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH>-O-CH2CH2-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH,CH,-O-CH,CH;-O-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-
(NH-DX),  (maleimid-N-il)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH>CH>-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH,CH,-O-CH,>CH,-C(=0)-GGF G-
NH-CH2CH2CH>-C(=0)-(NH-DX).

El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invenciéon 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 dirigido contra HER2 o uno de sus derivados reactivos para formar por
tanto un enlace tioéter en un sitio de enlace a disulfuro presente en la parte bisagra del anticuerpo dirigido contra
HER2. En este caso, el derivado reactivo del anticuerpo dirigido contra HERR2 se usa preferentemente, y se prefiere
particularmente un derivado reactivo obtenido reduciendo el anticuerpo dirigido contra HER2.

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)-CH2CH2CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH2CH,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,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
)
)-
)-
)-

e

(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-CHz-CH2-O-CH,CH2-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH,-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 CHzCHz-C( O) -NH- CHzCHz-O CHzCHz-O CHzCHz-O CHzCHz-O CHzCHz-C( O) -GGFG-NH-
CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX).

Entre el grupo de compuestos intermedios anteriormente mencionados, un compuesto representado por la siguiente
férmula:
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(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-CH2-C(=0)-(NH-DX), o
(maleimid-N-il)-CH2,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGF G-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 produccioén similares para tener un ndmero equivalente de farmacos (por ejemplo, aproximadamente + 1) para
preparar nuevos lotes. En este caso, Las cantidades promedio de farmacos se encuentran entre las cantidades
promedio de los farmacos en los conjugados antes de la mezcla.

2. procedimiento de produccion 2

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

[Formula 22]

NH,-DX
4
P 1-NH-{CH,)-C(=0)-OH
5
PI-NHHCH N -LA(CH WG =0)-(NH-DX) NH,-CH, =L (GH, In-C{=0)-0P?
8 12

P2LP-OH
8

NH,«(CH )N -La{CH,-C(=0)-(NH-DX)

’ P2-LP-NH-(C H2)n1—La~(CH2)I'V2-C(:O)"OPa

13
P2.LP-OH
8 NH,-DX //
4
P2-LP-NH-(CH)n'-L3{CH,n>-C(=O}-{NH-DX) =< — PZLP-NHA{CH)N-L3-{CH,)n?-C(=0)-0H
14
® H-LP-NH-(CH,)n'-LA-(CH,)n*-C (=0)-OP?
15
LIL2-OH

H-LP-NH-{CH,n'-L#-(CH,)n2-C{(=0}-{NH-DX) 11

LY 2.0H 10 LY LZLPNHHCH,)n'-Lo{CH, n?-C(=0)-OP*

11 NH,-DX L 16

4 .
LT L2 LPNH-{CH,A'-L2(CH -G (=0 (NH-DX) =———— LT LP-NH{(CH,In'L{CH,)nP-C(=0)-CH
2 17

En la formula, L" representa un grupo maleimidilo terminal, y P!, P2, y P3 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. NH>-DX (4) indica exatecan (nombre quimico: (((1S,9S)-1-amino-9-etil-5-fluoro-2,3-
dihidro-9-hidroxi-4-metil-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolina-10,13(9H,15H)-diona).

Se pueden emplear para la reaccion reactivos de reaccién y condiciones que se usan comunmente 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 condensaciéon 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 reacciéon del acido carboxilico (5) con
hexafluorofosfito de 1-benzotriazolil oxitripirrolidinofosfonio; una reaccién del acido carboxilico (5) con cianofosfonato
de dietilo (procedimiento de salado); una reaccion del acido carboxilico (5) con trifenilfosfina y disulfuro de 2,2'-dipiridilo
(procedimiento de Mukaiyama); una reaccion del acido carboxilico (5) con un derivado de triazina tal como cloruro de
4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM); o similares. Ademas, la reaccion se puede llevar a cabo
mediante, por ejemplo, un procedimiento de haluro de acido por el cual el acido carboxilico (5) se trata con un 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 de -
78 °C a 150 °C, se puede producir el compuesto (6). (Mientras tanto, "disolvente inerte" indica un disolvente que no
inhibe una reaccioén diana para la cual se usa el disolvente.)

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2727351 T3

Los ejemplos especificos de la base utilizada para cada etapa descrita anteriormente incluyen un carbonato, alcéxido,
hidréxido, o hidruro de un metal alcalino o un metal alcalinotérreo tal como carbonato de sodio, carbonato potasico,
etoxido de sodio, butéxido de potasio, hidroxido sédico, hidréxido potasico, hidruro sdédico, e hidruro potasico; una
base organometalica representada por un alquil litio como n-buitil litio, o dialquilamino litio tal como diisopropilamida de
litio; una base organometalica de bissililamina que incluye litio bis(trimetilsilillamida; 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, trietilamina, N-metil morfolina, diisopropiletilamina, y diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU).

Los ejemplos del disolvente inerte que se usa para la reaccion de la presente invencion incluyen un disolvente de
hidrocarburo halogenado tal como diclorometano, cloroformo, y tetracloruro de carbono; un disolvente 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 estos, un disolvente de sulféxido tal como dimetil sulféxido y sulfolano; y un disolvente de cetona tal como
acetona y metil etil cetona y se puede usar un disolvente alcohdlico tal como metanol y etanol en algunos casos.
Ademas, se puede usar también un disolvente mixto del mismo.

Como para el grupo protector P' 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 ferc-butiloxi
carbonilo, un grupo 9-fluorenil-metiloxi carbonilo, o un grupo benciloxi carbonilo. Los ejemplos de otros grupos
protectores para un grupo amino incluyen 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. El grupo protector P' se puede seleccionar
dependiendo de, por ejemplo, las propiedades del compuesto que tiene un grupo amino que se va a proteger.

Desprotegiendo el grupo protector P' para el grupo del extremo amino del compuesto (6) obtenido, se puede producir
el compuesto (7). En la 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 P2 se puede seleccionar
de forma adecuada y utilizarse a partir de aquellos descritos para el grupo protector del compuesto (6), y la seleccion
se puede realizar basandose en, por ejemplo, las propiedades del compuesto que tiene un grupo amino que se va a
proteger. Como se usa generalmente para la sintesis peptidica, repitiendo secuencialmente la reaccion y la
desproteccion del aminoacido o péptido que constituye el acido carboxilico peptidico (8) para el alargamiento, se 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). En la 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
(11) y el compuesto (10) se pueden seleccionar de forma adecuada a partir de aquellos descritos para la sintesis del
compuesto (6).

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

El compuesto (13) puede producirse derivatizando el acido carboxilico peptidico (8) que tiene el extremo N protegido
con P2 en un éster activo, anhidrido de acido mezclado, o similares y haciendo reaccionar este en presencia de una
base con el compuesto de amina (12) que tiene el grupo carboxi protegido con P3. 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) no esta particularmente
limitado siempre que este sea un grupo protector generalmente utilizado.

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 terc-butil difenilsililo. Se puede proteger un grupo carboxi, por ejemplo, como un éster con un grupo alquilo tal
como un grupo metilo, un 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 un grupo amino incluyen: un grupo alquiloxi carbonilo tal como un grupo
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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 P® para un grupo carboxi, un grupo protector cominmente utilizado como un grupo
protector para un grupo carboxi en quimica sintética organica, en particular, se puede usar la sintesis peptidica.
Especificamente, se puede seleccionar de forma adecuada entre los grupos protectores descritos anteriormente, por
ejemplo, ésteres con un como un éster con un grupo alquilo tal como un grupo metilo, un grupo etilo, o un terc-butilo,
ésteres de alilo, y ésteres de bencil.

En tales casos, el grupo protector para un grupo amino y el grupo protector para un grupo carboxi puedan ser aquellos
que se retiran preferentemente mediante un procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo
representativo incluye una combinacion en la que P? es un grupo terc-butiloxi carbonilo y P3 es un grupo bencilo. Los
grupos protectores pueden seleccionarse a partir de los anteriormente mencionados dependiendo de, por ejemplo, las
propiedades de los compuestos que tienen el grupo amino y el 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 P3 para el grupo carboxi del compuesto (13) obtenido, se puede producir el
compuesto (14). En la 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 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).

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

Desprotegiendo el grupo protector P? para el grupo amino del compuesto (13), se puede producir el compuesto (15).
En la 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. Las
condiciones de reaccion, reactivos, bases, y disolventes inertes utilizados para formar un 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 reacciéon 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).

3. procedimiento de produccién 3

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

[Formula 23]
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H-LP-OP*
18

L¥-L2-OH
11

LV-L2-LP-OP*
19

L1-L2-LP-OH
20

NH,-(CH,)n!-La-(CH,)n?-C (=0)-(NH-DX)
7

L 1-L2.LP-NH-(CH,)n'-L3-(CH,)n?-C(=0)-(NH-DX)
2

En la férmula, 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 P*
para el grupo carboxi del compuesto (18) se puede seleccionar adecuadamente a partir de los grupos protectores
descritos anteriormente.

Desprotegiendo el grupo protector para el grupo carboxi del compuesto (19) obtenido, se puede producir el compuesto
(20). La 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 reaccién a partir
de aquellos descritos para la sintesis del compuesto (6).

4. procedimiento de produccion 4

A continuacion, en el presente documento, el procedimiento para producir el compuesto (10b) que tiene n' = 1, se
describe en detalle L2 = 0 en el intermedio de produccion (10) descrito en el procedimiento de produccion 2. El
compuesto representado por la férmula (10b), una de sus sales o solvatos se puede producir de acuerdo con el
siguiente procedimiento, por ejemplo.

[Formula 24]
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HO-CH,-C(=0j-0P®

- 3 5% _NjH- LOCH-C=0)
P9X-NH-CH,0-L 22 PEX-NH-CH,-0-CH,C(=0)-0P% PE-X-NH-C H,-0-CH,-C(=0)-OH
23 24
21
H. N~DX p?_Y_OH
4 PS-X-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX) H-X-NH-CH,-Q-CH,-C(=O)}{NH-DX} 27
- 25 — 26

P7_LP-NH-CH,-0-CH,-C{=0NH-DX) o H-LP-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)
10b .
9k

En la férmula, LP 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, o un atomo de hidrégeno, X e Y representan cada
uno un oligopéptido que consiste en 1 a 3 aminoacidos, P5 y P7 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 procedimiento descrito en
la patente japonesa abierta a consulta n.°. 2002-60351 o en la referencia (J. Org. Chem., Vol. 51, pagina 3196, 1986),
y llevando a cabo la eliminacion de los grupos protectores o la modificacion de los grupos funcionales, si es necesario.
Ademas, 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 una 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).

Aqui, Los ejemplos del acido que se puede usar aqui pueden incluir acido inorganico tal como acido fluorhidrico, acido
clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y acido bérico; un acido organico tal como acido acético, acido
citrico, acido paratoluenosulfénico, y acido metanosulfonico; y un acido de Lewis tal como tetrafluoroborato, cloruro de
zinc, cloruro de estafio, cloruro de aluminio, y cloruro de hierro. Entre estos, un acido sulfénico, en particular, es
preferible un 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 alcéxido de metal
alcalino tal como terc-butéxido de potasio, un hidroxido de metal alcalino tal como hidréxido sédico e hidroxido
potasico; un hidruro de metal alcalino o hidruro de metal alcalinotérreo tal como hidruro sédico e hidruro potasico; una
base organometalica representada por dialquilamino litio tal como diisopropilamida litio; y una base organometalica de
bissililamina tal como litio bis(trimetilsilil)amida.

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 P5 no esta particularmente limitado si es un grupo
comunmente utilizado para la proteccién de un grupo amino. Los ejemplos representativos incluyen los grupos
protectores para un grupo amino que se describen en el procedimiento de produccion 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 tales casos, Puede introducirse de nuevo un grupo protector llevando a cabo de forma adecuada una
reaccion con un reactivo adecuado para proteger un grupo amino segun pueda requerirse.

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 el
procedimiento de produccion 2, y se puede seleccionar uno adecuado entre estos. En el compuesto (23), es deseable
en este caso que el grupo protector P® para un grupo amino y el grupo protector P® para un grupo carboxi sean los
grupos protectores que se puedan eliminar mediante un procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo,
un ejemplo representativo incluye una combinacion en la que P° es un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo y P® es un
grupo bencilo. Los grupos protectores 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 eliminacién del grupo protector P del
compuesto (25) obtenido. Para la reaccion entre el compuesto (4) y el acido carboxilico (24) y la reaccion para eliminar
el grupo protector P8, se pueden usar los mismos reactivos y condiciones de reaccion que los descritos para el
procedimiento de produccioén 2.

Se puede producir el compuesto (10b) haciendo reaccionar el compuesto (26) con un aminoacido que tiene el grupo
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del extremo amino protegido o el oligopéptido (27) con un 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 con la condicion de que sea 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 procedimiento de produccion 2. Para eliminar el grupo protector, se seleccionan los reactivos
y condiciones dependiendo del grupo protector. Para la reaccion entre el compuesto (26) y el compuesto (27), se
pueden emplear los reactivos y condiciones de reaccidon que se usan comunmente para la sintesis de péptidos. El
compuesto (10b) producido por el procedimiento anteriormente mencionado se puede derivatizar en el compuesto (1)
de la presente invencién de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.

5. procedimiento de produccién 5

A continuacion, en el presente documento, el procedimiento para producir el compuesto (2) que tienen' =1, n?2 =1,
se describe en detalle L2 = 0 en el intermedio de produccion (2) descrito en el procedimiento de produccion 2. El
compuesto representado por la formula (2), una de sus sales o solvatos se puede producir de acuerdo con el siguiente
procedimiento, por ejemplo.

[Formula 25]

Lt"-[?-OH
11
piz.0p® — > H7 0P ——» (112 7.0p ——— (1 [17-0H
28 29 30 31

H-X-NH-CH,-0-CH,-C{=0)-{NH-DX)
26

L L2 LP-NH-CH,-0-CH,-C(=0) -(NH-DX)
2b

En la férmula, L", L2, LP son como se ha definido anteriormente, Z representa un oligopéptido que consiste en 1 a 3
aminoacidos, P? representa un grupo protector de un grupo amino, y P® representa un grupo protector de un grupo
carboxi.

El compuesto (30) puede producirse eliminando el grupo protector P® del aminoacido o el oligopéptido (28) con el
grupo del extremo amino protegido y el grupo carboxi para producir el compuesto (29) y hacer reaccionar la forma de
amina (29) obtenida con el compuesto (11). el grupo protector para un grupo amino, como se representa por P® no
esta particularmente limitado si es un grupo comidnmente utilizado para la proteccién de un grupo amino. Los ejemplos
representativos incluyen los grupos protectores para un grupo amino que se describen en el procedimiento de
produccion 2. Ademas, para eliminar el grupo protector P8, se pueden seleccionar los reactivos y condiciones
dependiendo del grupo protector. Para la reaccion entre el compuesto (29) y el acido carboxilico (11), se pueden usar
los mismos reactivos y condiciones de reaccion que los descritos para el procedimiento de produccion 2.

El intermedio de produccién (2b) puede producirse eliminando el grupo protector P° del compuesto (30) para producir
el compuesto (31) y hacer reaccionar el acido carboxilico obtenido (31) con el compuesto (26). los ejemplos
representativos del grupo protector para un grupo carboxi, como se representa por P2 se describen en el procedimiento
de produccion 2. Para la reaccion de desproteccion del mismo, se pueden usar los mismos reactivos y condiciones de
reaccion que los descritos para el procedimiento de produccion 2. Para la reaccion entre el compuesto (26) y el
compuesto (31), se pueden emplear los reactivos y condiciones de reaccion que se usan comunmente para la sintesis
de péptidos. El compuesto (2b) producido por el procedimiento anteriormente mencionado se puede derivatizar en el
compuesto (1) de la presente invencion de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.

6. procedimiento de produccion 6

A continuacion, en el presente documento, se describe en detalle un procedimiento para producir el compuesto (17b)
que tiene n' =1, n?2 =1, L2 = 0 en el intermedio de produccion (17) descrito en el procedimiento de produccién 2. El
compuesto representado por la férmula (17b), una de sus sales o solvatos se puede producir también de acuerdo con
el siguiente procedimiento, por ejemplo.

[Formula 26]
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P7Y-OH

PPX-NH-CH,-0-CH,-C{=0)-0P" ————————>  H-X-NH-CH,-0-CH,-C{=0)-0P° _ﬂ_ﬁ,
23 32

"-12-0H

11
PT{PNH-CH, O CH,-C(=0}-0P° —— »  H-L™=NH-CH,-0-CH,-C(=0)-OH

33 34

1121 P-NH-CH,-0-CH,-C{=0}-0H
17b

En la formula, L", L2, LP, X, Y, P%, P®, y P” son como se han definido anteriormente.

Se puede producir el compuesto (33) desprotegiendo el grupo protector P® para el grupo amino del compuesto (23)
que tiene el grupo del extremo amino protegido y el grupo carboxi para producir el compuesto (32) y hacer reaccionar
el derivado de amina obtenido (32) con el oligopéptido (27) que tiene un grupo del extremo amino protegido o un grupo
amino protegido. el grupo protector para un grupo amino, como se representa por P5 no esta particularmente limitado
si es un grupo comunmente utilizado para la proteccion de un grupo amino. Los ejemplos representativos incluyen los
grupos protectores para un grupo amino que se describen en el procedimiento de produccion 2. Ademas, para eliminar
el grupo protector P5, se pueden seleccionar los reactivos y condiciones dependiendo del grupo protector. En el
presente documento, aunque los ejemplos representativos del grupo protector para un grupo carboxi como el
representado por P8 y el grupo protector para un grupo amino como el representado por P7 incluyen los grupos
protectores para un grupo carboxi y un grupo amino que se describen en el procedimiento de produccién 2. Es
deseable que en el compuesto (33), el grupo protector P8 para un grupo carboxi y el grupo protector P” para un grupo
amino sean los grupos protectores que se puedan eliminar mediante el mismo procedimiento o las mismas
condiciones. Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye una combinacion en la que P® es un grupo de éster
bencilico y P’ es un grupo benciloxicarbonilo.

Se puede producir el compuesto (34) eliminando el grupo protector P® para el grupo carboxi del compuesto (33) y el
grupo protector P7 para el grupo amino del compuesto (33). Se puede producir también el compuesto (37) eliminando
secuencialmente el grupo protector P® para el grupo carboxi y el grupo protector P7 para el grupo amino, y ademas,
se puede producir el compuesto (34) de forma sencilla eliminando de una vez ambos grupos protectores P8 y P7 que
se pueden eliminar mediante el mismo procedimiento o las mismas condiciones.

Se puede producir el compuesto (17b) haciendo reaccionar el compuesto (34) obtenido con el compuesto (11). Para
la reaccion entre el compuesto (34) y el compuesto (11), se pueden emplear los mismos reactivos y condiciones de
reaccion que los descritos para el procedimiento de produccién 2.

El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencién, cuando se deja al aire o se
recristaliza o purifica, puede absorber humedad o tener adsorcién del agua o la vez en un hidrato, y dichos compuesto
o sales que contienen agua se incluyen también en la presente invencion.

Se incluyen también compuestos marcados con diversos is6topos radioactivos o no radioactivos en la presente
invencion. Uno o mas atomos que constituyen el conjugado de farmaco-anticuerpo de la presente invencién pueden
contener un is6topo atémico en una relacion no natural. Los ejemplos de los isétopos atomicos incluyen deuterio (2H),
tritio (°H), yodo-125 ('?%1) y carbono-14 ('“C). Ademas, el compuesto de la presente invencion puede marcarse de
forma radioactiva con un is6topo radioactivo tal como tritio (°H), yodo-125 ('%°1), carbono-14 ('#C), cobre-64 (54Cu),
circonio-89 (89Zr), yodo-124 ('24), flior-18 ('8F), indio-111 (*'"I), carbono-11 (''C) y yodo-131 (*3'l). El compuesto
marcado con un isétopo 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 isétopo del conjugado de farmaco-
anticuerpo de la presente invencion esta comprendido en el alcance de la presente invencion.

[Farmacos]

El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencion presenta una actividad citotdxica
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 dirigido contra HER2 de la presente invencion se puede usar
selectivamente como un farmaco para la quimioterapia, que es un procedimiento principal para tratar el cancer, y como
resultado, puede retrasar el desarrollo de las células cancerosas, inhibir su crecimiento, y destruir ademas las células
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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 dirigido contra HER2 de la presente invencién 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 como un farmaco solo y en adicion, se puede usar como un farmaco
en combinacion con un tratamiento adicional en una terapia auxiliar y se puede combinar con una operacion quirurgica,
radioterapia, tratamiento hormonal, o similar. Ademas, se puede usar también como farmaco para un tratamiento
farmacologico en una terapia neoadyuvante.

Ademas del uso terapéutico como se ha descrito anteriormente, se puede esperar también un efecto de suprimir el
crecimiento de las células de cancer microcitico y destruirlas adicionalmente. Particularmente, cuando se confirma la
expresion HER2 se confirma en células primarias cancerosas, se puede esperar la inhibicion de la metastasis
cancerosa o un efecto profilactico administrando el conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 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 de cancer microcitico
inmediatamente después del implante en cualquier tejido. En consecuencia, se puede esperar la inhibicion de la
metastasis del cancer o un efecto profilactico, particularmente, tras la eliminacion quirargica del cancer.

El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 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 dirigido contra
HER2 de la presente invencion pueden incluir el cancer de pulmén, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de
prostata, cancer de ovarios, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de vejiga, cancer gastrico, tumor del
estroma gastrointestinal, cancer de cuello de utero, cancer de estfago, carcinoma de escamocelular, cancer
peritoneal, cancer de higado, cancer hepatocelular, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, cancer
endometrial, cancer de Utero, cancer de glandula salival, cancer de rifién, cancer vulvar, cancer de tiroides, o cancer
de pene. El sujeto de tratamiento del conjugado de farmaco-anticuerpo anti-HER2 de la presente invencion es una
célula cancerosa que expresa, en una célula cancerosa como sujeto del tratamiento, una proteina HER2 que el
anticuerpo en el conjugado de farmaco-anticuerpo puede reconocer. La expresion "proteina HER2 que expresa
cancer" como se usa en la presente memoria descriptiva es un cancer que contiene células que tienen la proteina
HER2 sobre su superficie celular. La proteina HER2 se expresa en exceso en diversos tumores humanos y se puede
evaluar usando un procedimiento llevado a cabo generalmente en la técnica, tal como un procedimiento de tincion
inmunohistoquimico (IHC) para evaluar la expresion en exceso de la proteina HER2, o procedimientos de hibridacion
in situ con fluorescencia (FISH) para evaluar la amplificacion del gen HER2.

Ademas, El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencion presenta un efecto
antitumoral reconociendo, a través de su anticuerpo dirigido contra HER2, la proteina HER2 expresada sobre la
superficie de las células cancerosa e internalizandola en las células cancerosas. Por tanto, El sujeto de tratamiento
del conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencién no se limita al "cancer que expresa
la proteina HER2" y puede ser también, por ejemplo, leucemia, linfoma maligno, plasmacitoma, mieloma o sarcoma.

El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencién se puede administrar
preferentemente a un mamifero, pero se administra mas preferentemente a un ser humano.

Las sustancias utilizadas en una composicién farmacéutica que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido
contra HER2 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 concentracion de la dosificacion o la
administracion.

El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 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, el 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 solucién salina, una solucién acuosa de dextrosa,
y una solucién acuosa de glicerol como un transportador liquido, en particular, para una solucion de inyeccion. Se
puede seleccionar un vehiculo farmacéutico adecuado entre unos conocidos en la técnica. Si se desea, la composicion
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.
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Se conocen diversos sistemas de administracion y se pueden usar para administrar el conjugado de farmaco-
anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencion. Los ejemplos de la ruta de administracion pueden incluir las
rutas intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, y subcutanea, aunque no limitarse a las anteriores. La
administracion puede realizarse mediante inyeccion 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 composiciéon 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 solucion
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 es para administrarse mediante
inyeccion, se puede administrar a partir de una botella de inyeccién que contiene agua o solucién salina de calidad
farmacéutica estéril. Cuando el farmaco se administra mediante inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de
agua estéril o solucién salina para inyeccion de tal manera que los ingredientes anteriormente mencionados se
premezclan entre si antes de la administracion.

La composicién farmacéutica de la presente invencion puede ser una composicion farmacéutica que contiene solo el
conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencion o una composiciéon farmacéutica que
contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 y al menos un agente de tratamiento del cancer
diferente que el del conjugado. El conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 de la presente invencion se
puede administrar con otros agentes de tratamiento del cancer. El efecto anticanceroso puede potenciarse de acuerdo
con ello. Otros agentes anticancerosos utilizados para dicho fin pueden administrarse a un individuo simultaneamente
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 de agentes de tratamiento del cancer incluyen 5-FU,
pertuzumab, paclitaxel, carboplatino, cisplatino, gemcitabina, capecitabina, irinotecan (CPT-11), paclitaxel, docetaxel,
pemetrexed, sorafenib, vinblastina, vinorelbina, everolimus, tanespimicina, bevacizumab, oxaliplatino, lapatinib, ado-
trastuzumab emtansina (T-DM1), o los farmacos descritos en la publicacion internacional n.° WO 2003/038043,
analogos de LH-RH (leuprorelina, goserelina, o similares), fosfato de estramustina, antagonistas del estrégeno
(tamoxifeno, raloxifeno, o similares), e inhibidores de la aromatasa (anastrazol, letrozol, exemestano, o similares),
aunque no de forma limitativa siempre que sean farmacos que tengan una actividad antitumoral.

Se puede formular la composicién farmacéutica en una formulacién para liofilizacién o una formulacién liquida como
una formulacion que tiene una composicion deseada y una pureza requerida. Cuando se formula como una formulacion
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 formulacién que se usan en la técnica.

La composicidon y concentracion de la composicion farmacéutica puede variar dependiendo del procedimiento de
administracion. Sin embargo, el conjugado de farmaco-anticuerpo dirigido contra HER2 contenido en la composicion
farmacéutica de la presente invenciéon puede presentar un efecto farmacéutico incluso a una pequefa 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 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 1 a 180 dias.

en una vez con un intervalo de 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 invencion 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 el
material de partida descrito en la memoria descriptiva puede obtenerse facilmente a partir de un suministrador
comercial.

Ejemplo de referencia 1 Preparacion de trastuzumab

Catorce viales de 440 mg/vial de Herceptina (Genentech, Inc.) se disolvieron en 2 | de tampén A de cromatografia de
intercambio catidnico (tampon citrato 25 mM, NaCl 30 mM, a pH 5,0 y se filtr6 a través de un filtro de 0,2 ym (Millipore
Corp.: Stericup 0,22 ym, Membrana GVPVDF). Se aplicaron las muestras a una columna de cromatografia de
intercambio catidnico (columna Sepharose HP 240 ml, XK50) seguido por elucion en un gradiente lineal de
concentracion de NaCl de 30 mM a 500 mM usando tampén B de cromatografia de intercambio catiénico (tampon
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citrato 25 mM, NaCl 500 mM, pH 5,0 para separar las fracciones monoméricas de IgG. Las muestras monomeéricas
que tienen una pureza mayor de aproximadamente un 98 % mediante al analisis de cromatografia de exclusiéon por
tamafio se combinaron y se concentraron con UF30K (Millipore Corp.: Filtro PELLICON XL, BIOMAX 30K,
PXB030A50), y el tampdn se sustituyd con tampon CBS (citrato 10 mM/NaCl 140 mM, a pH 6,0). Las muestras
sustituidas con tampdn CBS se filtraron a través de un filtro de 0,2 uym (Sartorius AG: Minisart-Plus 0,2 uym, 17823K).

Ejemplo de referencia 2 Produccion de trastuzumab emtansina T-DM1

Derivatizacion del anticuerpo con SMCC: Utilizando el Procedimiento general C-2( se usé PBS6.5/EDTA como una
solucién tampodn), Procedimiento general A, y Procedimiento general B (como coeficiente de extincion a 280 nm, se
utilizaron 1,37 mimg™' cm-) descritos en el procedimiento de produccion 1, se llevo a cabo la sustitucion del tampon
con PBS6.5/EDTA en el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 para preparar una soluciéon que contiene
trastuzumab (160,0 mg) disuelta en PBS6.5/EDTA (7,60 ml) en un tubo de polipropileno de 15 ml. Posteriormente,
SMCC (1,84 mg) solucién de DMSO (0,40 ml; que corresponde a aproximadamente 5,1 equivalentes por molécula de
anticuerpo) se afiadié a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se ajustd para tener una concentracion de
anticuerpo de 20 mg/ml, y la reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente utilizando un rotor de tubos (MTR-103,
fabricado por AS ONE Corporation) durante 2 horas. Esta solucion de reaccion se sometié a purificacion de acuerdo
con el Procedimiento general D-2 (se usé PBS6.5/EDTA como una soluciéon tampén) para proporcionar 12 ml de una
solucion que contenia 154.9 mg del anticuerpo derivatizado con SMCC. Conjugacion entre el anticuerpo y el enlazador
de farmaco: Afiadiendo PBS6.5/EDTA (2,56 ml) y N2-desacetil-N?-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina (4,67 mg;
DM1, Journal of Medicinal Chemistry, 2006, Vol. 49, n. 14, pag. 4392) solucion de DMA (dimetilacetamida) (0,93 ml;
que corresponde a aproximadamente 5,8 equivalentes por molécula de anticuerpo derivatizado con SMCC) a la
solucion obtenida anteriormente en el tubo de polipropileno de 50 ml a temperatura ambiente, se ajusto la solucién de
reaccion a una concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml, y se llevo a cabo la reaccion a temperatura ambiente usando
un rotor de tubos durante 16,5 horas.

Procedimiento de purificacion: La anterior solucion se sometio a purificacion usando el procedimiento general D-1 que
utiliza una solucidon de tampoén fosfato de sodio (10 mM, pH 6,5) que contiene cloruro de sodio (137 mM) para
proporcionar 35 ml de una solucién que contiene el compuesto diana del Ejemplo de referencia.

Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el procedimiento general E que utiliza la absorbancia UV a dos longitudes de
onda de 252 nm y 280 nm, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracién de anticuerpo: 4,14 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 144,9 mg (91 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,0.

Ejemplos 1 Intermedio (1)

[Formula 27]
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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 deterc-butilo

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) cargada con una sal de exatecano del acido metanosulfénico (0,500 g, 0,94 mmol) y
trietilamina (0,157 ml, 1,13 mmol), y se agité a temperatura ambiente durante 1 dia. El disolvente se elimind 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 (0,595 g, cuantitativo).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,31 (9H, s), 1,58 (1H, t, J=7,2 Hz), 1,66 (2H, t, J=7,2 Hz), 1,82-
1,89 (2H, m), 2,12-2,21 (3H, m), 2,39 (3H, s), 2,92 (2H, t, J=6,5 Hz), 3,17 (2H, s), 5,16 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,24 (1H, d,
J=18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,59-5,55 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,78 (1H, t, J=6,3 Hz), 7,30 (1H, s), 7,79 (1H, d, J=11,0 Hz),
8,40 (1H, d, J=8,6 Hz).

EM (CLEM) m/z: 621 (M+H)*

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-
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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 disolvié en diclorometano (9 ml). Se afiadio
acido trifluoroacético (9 ml) y este se agitd durante 4 horas. El disolvente se eliminé a presién reducida y el residuo
obtenido se purific6 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 trifluoroacetato del compuesto del titulo (0,343 g,
cuantitativo).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 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)*

Ejemplo 2 Conjugado de farmaco-anticuerpo (2)

[Férmula 28]
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Proceso 1: N-(terc-Butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobutil)glicinamida

N-(terc-Butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanilglicina (0,081 g, 0,19 mmol) se disolvid en diclorometano (3 ml), se
afadieron N-hidroxisuccinimida (0,021 g, 0,19 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(0,036 g, 0,19 mmol) y a continuacion se agité durante 3,5 horas. La solucion de reaccion 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
del Ejemplo 1, y se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. El disolvente se eliminé a presion reducida y el
residuo obtenido se purific6 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 2: Trifluoroacetato de 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
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El compuesto (1,97 g, 2,10 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior se disolvié en diclorometano (7 ml). Después de
anadir el acido trifluoroacético (7 ml), se agitoé durante 1 hora. El disolvente se eliminé a presion reducida, y los residuos
se cargaron con tolueno para destilacién azeotropica. Los residuos obtenidos se purificd6 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 trifluoroacetato del 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=5,5Hz), 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 3: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-4-oxobutoil)metil]glicinamida

A una solucién en N,N-dimetilformamida (1,2 ml) del compuesto (337 mg, 0,353 mmol) obtenida en el Proceso 2
anterior, se afadieron trietilamina (44,3 ml, 0,318 mmol) y hexanoato de N-succinimidil-6-maleimida (119,7 mg,
0,388 mmol) y se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo
obtenido se purificé 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 soélido de color amarillo palido (278,0 mg, 76 %).

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

EM (CLEM) m/z: 1032 (M+H)*

Proceso 4: Conjugado farmaco-anticuerpo (2)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab 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 general C-1 y el
Procedimiento general B (se us6 como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,37 mimg'cm-') descritos en el
procedimiento de produccion 1. La solucién (3,0 ml) se colocé en un tubo de 15 ml de polipropileno y se cargd con una
solucién acuosa de clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina 10 mM (TCEP, Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)
(0.0934 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(Nacalai Tesque, Inc.; 0,150 ml). Tras confirmar que la solucion tenia un pH de 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 el enlazador de farmaco: Tras incubar la soluciéon anterior a 22 °C durante 10
minutos, una solucion de DMSO (0,187 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contenia 10 mM del
compuesto obtenido en el Proceso 3 se afiadio a lo anterior y se incubd para conjugar el enlazador de farmaco con el
anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0374 ml; 18,4 equivalentes por
molécula de anticuerpo) de-N-acetilcisteina (NAC, Sigma-Aldrich Co. LLC) se afiadié a lo anterior y se incubd a 22 °C
para finalizar la reacciéon del enlazador de farmaco durante otros 20 minutos.

Purificacion: La solucion anterior se sometio a purificacion usando el Procedimiento general D-1 (PBS6.0 se usé como
solucion tampon) descrito en el procedimiento de produccién 1 para proporcionar 6 ml de una solucion que contenia
el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo. Después de eso, La solucion se concentré mediante el Procedimiento
general A. Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E descrito en el procedimiento de
produccion 1, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 3,21 mg/ml,
rendimiento de anticuerpo: 22,5 mg (75 %), y niumero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula
de anticuerpo: 2,6.

40



10

15

20

25

ES 2727351 T3

Ejemplo 3 Conjugado de farmaco-anticuerpo (3)

[Formula 29]
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Proceso 1: Conjugado farmaco-anticuerpo (3)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1y el procedimiento general B (se utilizé como coeficiente de extincién a 280 nm, 1,487 mimg cm™' ). La solucion
(1,25 ml) se coloco en un tubo de polipropileno de 1,5ml y se cargé con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,039 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,0625 ml). Tras confirmar que la solucién tenia un pH de 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 el enlazador de
farmaco: Tras afiadir DMSO (0,072 ml) y una soluciéon de DMSO que contenia 10 mM del compuesto en el Proceso 3
del Ejemplo 2 (0,078 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente,
se agitd esta utilizando un rotor de tubos para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura
ambiente durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0155 ml; 18,4 equivalentes por molécula de
anticuerpo) de NAC 100 mM se afiadio a lo anterior y se agité a temperatura ambiente para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco durante 20 minutos mas. Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el
Procedimiento general D (se usé ABS como solucidon tampén) descrito en el procedimiento de produccion 1 para
proporcionar 6 ml de una soluciéon que contiene el compuesto de interés. La solucién se concentré adicionalmente
mediante el Procedimiento general A. Tras esto, utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes
valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 9,85 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 6,9 mg (55 %), y numero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,3.

Ejemplo 4 Conjugado de farmaco-anticuerpo (4)

[Formula 30]
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Proceso 1: N-[3-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-

hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-4-oxobutil)metillglicinamida

El compuesto (80 mg, 0,084 mmol) del ejemplo 1 se hizo reaccionar de la misma manera como en el proceso 3 del
Ejemplo 2 utilizando propionato de N-succinimidil 3-maleimida (24,6 mg, 0,0924 mmol) en vez de hexanoato de N-
succinimidil 6-maleimida para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido de color amarillo palido (60,0 mg,
73 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,89 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,70-1,78 (2H, m), 1,81-1,94 (2H, m), 2,12-2,23 (4H, m), 2,42
(3H, s), 2,81 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 3,01-3,15 (3H, m), 3,16-3,23 (2H, m), 3,30-3,35 (1H, m), 3,58-3,71 (6H, m),
3,71-3,79 (1H, m), 4,44-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J=19,0 Hz), 5,27 (1H, d, J=19,0 Hz), 5,43 (1H, d, J=17,6 Hz), 5,47
(1H, d, J=17,6 Hz), 5,57-5,63 (1H, m), 6,56 (1H, s), 7,02 (2H, s), 7,17-7,22 (1H, m), 7,22-7,30 (5H, m), 7,34 (1H, s),
7,73 (1H, t, J=5,6 Hz), 7,83 (1H, d, J=10,7 Hz), 8,08 (1H, t, J=5,6 Hz), 8,15 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,30 (2H, dt, J = 18,7,
5,7 Hz), 8,49 (1H, d, J=8,8 Hz).

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

Proceso 2: Conjugado de farmaco-anticuerpo (4)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg" cm-" ). La solucion
(1 ml) se colocé en un tubo de polipropileno de 1,5 mly se cargé con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (0,0155 m;
2,3 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (0,050 ml).
Tras confirmar que la solucion tenia un pH de 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 el enlazador de farmaco: Tras
afadir DMSO (0,072 ml) y una solucién de DMSO que contenia 10 mM del compuesto en el Proceso 3 del Ejemplo 2
(0,031 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion anterior a temperatura ambiente, se agitd esta
utilizando un rotor de tubos para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura ambiente durante
40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0078 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC
100 mM se afiadio a lo anterior y se agité a temperatura ambiente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco
durante 20 minutos mas. Purificacion: La solucién anterior se sometio a purificacion usando el Procedimiento general
D (se us6 ABS como solucion tampon) para proporcionar 6 ml de una solucion que contiene el compuesto de interés.
Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,32 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,9 mg (79 %), y numero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,1.
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Ejemplo 5 Conjugado de farmaco-anticuerpo (5)

[Férmula 31]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (5)

5 La cantidad de la solucion acuosa de TCEP 10 mM se ajusté de tal manera que la relacién molar de TCERP al
anticuerpo en la reduccién de anticuerpo fue de 4,6. Y la cantidad de la soluciéon de enlazador de farmaco 10 mM
afadida se ajustd de tal manera que la relacion molar del compuesto del Proceso 1 del Ejemplo 4 al anticuerpo en la
conjugacion del enlazador de farmaco fue de 9,2. A continuacion, la cantidad de la solucion acuosa de NAC 100 mM
afnadida se ajustd de tal manera que la relacion molar de NAC al anticuerpo en la terminacion de la reaccion 18.4.

10 Mediante los mismos procedimientos que en el Proceso 2 del Ejemplo 4, se obtuvieron 6 ml de una soluciéon que
contenia el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo, y se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,23 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,4 mg (74 %), y numero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,1.

15 Ejemplo 6: Conjugado de farmaco-anticuerpo (6)

[FOérmula 32]
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Proceso 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoillamino}etoxi)etoxi]propanoil}glicilglicil-L-
fenilalanil-N-(4-{[(1S,98S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobultil)glicinamida

El compuesto (100 mg, 0,119 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 2 se hizo reaccionar de la misma manera
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 utilizando diisopropiletilamina (20,8 ul, 0,119 mmol) en vez de trietilamina y N-
succinimidil 3-(2-(2-(3-maleimidapropanamida)etoxi)etoxi)propanoato (50,7 mg, 0,119 mmol) en vez de hexanoato de
N-succinimidil 6-maleimida para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido de color amarillo palido (66,5 mg,
48 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 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 2: Conjugado de farmaco-anticuerpo (6)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg" cm-" ). La solucion
(1,25 ml) se coloco en un tubo de polipropileno de 1,5ml y se cargé con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,019 ml; 2,3 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,0625 ml). Tras confirmar que la solucién tenia un pH de 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 el enlazador de
farmaco: tras afiadir DMSO (Sigma-Aldrich Co. LLC; 0,109 ml) y una solucion de DMSO que contenia 10 mM del
compuesto del Proceso 1 (0,039 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucidn anterior a temperatura
ambiente, se agitd esta utilizando un rotor de tubos para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a
temperatura ambiente durante 40 minutos. A continuacién, una solucién acuosa (0,008 ml) de NAC 100 mM se afiadié
a lo anterior y se agitd a temperatura ambiente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco durante 20 minutos
mas.

Purificacion: La solucion anterior se sometioé a purificacion usando el Procedimiento general D (se usé ABS como
solucion tampon) descrito en el procedimiento de produccion 1 para proporcionar 6 ml de una solucién que contiene
el compuesto de interés.
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Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,76 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,6 mg (85 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,6.

Ejemplo 7 Conjugado de farmaco-anticuerpo (7)

[Formula 33]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (7)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg" cm-" ). La solucion
(1,25 ml) se coloco en un tubo de polipropileno de 1,5ml y se cargé con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,039 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,0625 ml). Tras confirmar que la solucién tenia un pH de 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 el enlazador de
farmaco: Tras afiadir DMSO (0,072 ml) y una solucion de DMSO que contenia 10 mM del compuesto en el Proceso 1
del Ejemplo 6 (0,078 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente,
se agitd esta utilizando un rotor de tubos para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura
ambiente durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0155 ml) de NAC 100 mM se afiadi6 a lo anterior
y se agitd a temperatura ambiente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco durante 20 minutos mas.
Purificacion: La solucion anterior se sometioé a purificacion usando el Procedimiento general D (se usé ABS como
solucién tampdn) para proporcionar 6 ml de una soluciéon que contiene el compuesto de interés.

Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,93 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 11,6 mg (93 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,9.
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Ejemplo 8 Conjugado de farmaco-anticuerpo (8)

[FOrmula 34]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (8)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg" cm-" ). La solucion
(1,25 ml) se coloc6 en un tubo de polipropileno de 1,5ml y se cargé con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,039 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,0625 ml). Tras confirmar que la solucién tenia un pH de 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 el enlazador de
farmaco: Tras afiadir DMSO (0,072 ml) y una solucion de DMSO que contenia 10 mM del compuesto en el Proceso 1
del Ejemplo 6 (0,078 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente,
se agitd esta utilizando un rotor de tubos para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura
ambiente durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0155 ml) de NAC 100 mM se afiadi6 a lo anterior
y se agitd a temperatura ambiente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco durante 20 minutos mas.
Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento general D-1 (se usé ABS como
solucién tampén) para proporcionar 5,7 ml de una solucién que contiene el compuesto de interés.

Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,50 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,55 mg (86 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,2.
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Ejemplo 9 Conjugado de farmaco-anticuerpo (9)

[Férmula 35]
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Proceso 1: N-[19-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-17-ox0-4,7,10,13-tetraoxo-16-azanonadecan-1-oil]glicilglicil-L-
fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-4-oxobultil)glicinamida

El compuesto (90 mg, 0,107 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 2 se hizo reaccionar de la misma manera
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 utilizando diisopropil etilamina (18,7 pl, 0,107 mmol) en vez de trietilamina y N-
succinimidil 1-maleinimida-3-oxo-7,10,13,16-tetraoxa-4-azanonadecan-19-oato (55,1 mg, 0,107 mmol) en vez de
hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido de color amarillo
palido (50 mg, 37 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,85 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,64-1,74 (2H, m), 1,77-1,90 (2H, m), 2,06-2,19 (4H, m), 2,27-
2,32 (2H, m), 2,33-2,37 (2H, m), 2,38 (3H, s), 2,72-2,80 (3H, m), 2,96-3,19 (6H, m), 3,39-3,48 (10H, m), 3,52-3,75
(10H, m), 4,39-4,48 (1H, m), 5,14 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,23 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,38 (1H, d, J=17,0 Hz), 5,42 (1H, d,
J=17,0 Hz), 5,52-5,58 (1H, m), 6,52 (1H, s), 6,98 (1H, s), 7,13-7,24 (5H, m), 7,29 (1H, s), 7,69 (1H, t, J=5,5 Hz), 7,78
(1H, d, J=10,9 Hz), 7,98-8,03 (2H, m), 8,10 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,16 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,23 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,44 (1H,
d, J=8,6 Hz).

EM (CLEM) m/z: 1237 (M+H)*

Proceso 2: Conjugado de farmaco-anticuerpo (9)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1, se obtuvo
el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 2 del Ejemplo 6.

Concentracion de anticuerpo: 1,75 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,5 mg (84 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,4.
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Ejemplo 10 Conjugado de farmaco-anticuerpo (10)

[Formula 36]

0 0 ) H O 0
I, .0 o] N WL N_ b @
e T L Tt N N Proceso 2
- H H o H g H NH
o) _ -
Sy 8
P P
F N \/‘\\‘//L‘*
L 0
e
oOHD
> |
¥ !
H Q
/\)J\N/\/O\,AO/\,O\, o/\/JLN/\rNVJK N O
Trastuzumab-— | ‘
o H - NH
F \N?l\{\\\_ /f‘\
S
OHD
6.0

Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (10)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1 del
Ejemplo 9, se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del
Ejemplo 7. Concentracion de anticuerpo: 1,79 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,7 mg (86 %), y niUmero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,0.

Ejemplos 11 Intermedio (11)
[Férmula 37]

NH, H
o.N OH
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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

Proceso 1

O/

Se hizo reaccionar una sal de exatecano del acido metanosulfénico (3,10 g, 5,47 mol) de la misma forma que en el
Proceso 1 del Ejemplo 1 usando acido {2-[(terc-butoxicarbonil)amino]etoxi}acético (J. Med. Chem., 1992, vol. 35, pag.
292; 1,55 g, 6,01 mmol) en vez de acido 4-(ferc-butoxicarbonilamino)butanoico para proporcionar el compuesto del
titulo como un solido de color amarillo palido (2,56 g, 73 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,26 (9H, s), 1,81-1,91 (2H, m), 2,13-2,22 (2H, m), 2,40 (3H,
s), 3,08-3,26 (4H, m), 3,43-3,53 (2H, m), 4,00 (1H, d, J=15,1 Hz), 4,05 (1H, d, J=15,1 Hz), 5,14 (1H, d, J=18,7 Hz),
5,22 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,40 (1H, d, J=16,6 Hz), 5,44 (1H, d, J=16,6 Hz), 5,59-5,66 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,86 (1H, t,
J=5,4 Hz), 7,31 (1H, s), 7,79 (1H, d, J=10,9 Hz), 8,49 (1H, d, J=9,1 Hz).

EM (CLEM) m/z: 637 (M+H)*

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

El compuesto (1,50 g, 2,36 mol) obtenido en el Proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el
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Proceso 2 del Ejemplo 1 para proporcionar la sal del acido trifluoroacético del compuesto del titulo en forma de un
solido de color amarillo palido (1,50 g, cuantitativo). RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,5 Hz), 1,81-1,92
(2H, m), 2,15-2,23 (2H, m), 2,41 (3H, s), 3,05 (2H, t, J=5,1 Hz), 3,15-3,23 (2H, m), 3,71 (2H, t, J=5,1 Hz), 4,10 (2H, s),
5,19 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,24 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,43 (2H, s), 5,58-5,66 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,33 (1H, s), 7,73-7,84
(4H, m), 8,55 (1H, d, J=9,1 Hz).

EM (CLEM) m/z: 537 (M+H)*

Ejemplo 12 Conjugado de farmaco-anticuerpo (12)

[Férmula 38]
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Proceso 1: N-(terc-Butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-[2-(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-2-
oxoetoxi)etillglicinamida

El compuesto (554 mg, 0,85 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 11 se hizo reaccionar de la misma forma que
en el Proceso 1 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo (775 mg, 95 %). RMN'H (400 MHz, DMSO-
ds) 8: 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 2: 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-[Jamino}-2-oxoethoxi)etil]glicinamida

El compuesto (630 mg, 0,659 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 2 del Ejemplo 2 para proporcionar la sal del acido trifluoroacético del 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,
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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 3: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[2-(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-1-
illamino}-2-oxoetoxi)metillglicinamida

El compuesto (240 mg, 0,247 mmol) obtenido en el Proceso 2 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 3 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo (162 mg, 62 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 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 4: Conjugado de farmaco-anticuerpo (12)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 3, se obtuvo
el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 2 del Ejemplo 6. La solucion se
concentro adicionalmente mediante el Procedimiento general A. Tras esto, utilizando el Procedimiento general E, se
obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 10,77 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,5mg (60 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,7.

Ejemplo 13 Conjugado de farmaco-anticuerpo (13)

[Formula 39]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (13)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 3 del
Ejemplo 12, se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del
Ejemplo 7. La solucion se concentré adicionalmente mediante el Procedimiento general A. Tras esto, utilizando el
Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentraciéon de anticuerpo:
10,69 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,5 mg (60 %), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n)
por molécula de anticuerpo: 6,9.
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Ejemplos 14 Intermedio (14)
[Formula 40]
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Proceso 1: (3-{I( 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}-3-oxopropil)carbamato deterc-butilo

La sal de exatecano del acido metanosulfénico (500 mg, 0,941 mmol) se hizo reaccionar de la misma forma que en el
Proceso 1 del Ejemplo 1 utlizando N-(terc-butoxicarbonil)-B-alanina en vez del &acido 4-(terc-
butoxicarbonilamino)butanoico para proporcionar el compuesto del titulo como un soélido de color marrén amarillento
(616 mg, cuantitativo).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,29 (9H, s), 1,86 (2H, dt, J = 15,1, 7,3 Hz), 2,04-2,22 (2H,
m),2,31 (2H, t, J=6,8 Hz), 2,40 (3H, s), 3,10-3,26 (4H, m), 5,15 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,26 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,42 (2H,
dd, J = 18,8, 16,4 Hz), 5,57 (1H, dt, J = 8,5, 4,2 Hz), 6,53 (1H, s), 6,78 (1H, t, J=5,5 Hz), 7,30 (1H, s), 7,80 (1H, d,
J=11,0 Hz), 8,46 (1H, d, J=8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 607 (M+H)*

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

El compuesto obtenido en el Proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el Proceso 2 del Ejemplo
1 para proporcionar la sal del acido trifluoroacético del compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo
(499 mg, 86 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,86 (2H, dquin, J=14,6,7,2,7,2, 7,2, 7,2 Hz), 2,06-2,27 (1H,
m), 2,41 (3H, s), 2,46-2,57 (2H, m), 3,08 (2H, t, J=6,8 Hz), 3,14-3,24 (2H, m), 5,22 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,29 (1H, d,
J=18,8 Hz), 5,43 (2H, s), 5,58 (1H, dt, J = 8,5, 4,5 Hz), 6,55 (1H, s), 7,32 (1H, s), 7,74 (3H, s a), 7,82 (1H, d, J=11,0 Hz),
8,67 (1H, d, J=8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 507 (M+H)*

Ejemplo 15 Conjugado de farmaco-anticuerpo (15)

[Formula 41]
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Proceso 1: N-(terc-Butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida

El compuesto (484 g, 0,780 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 14 se hizo reaccionar de la misma forma que
en el Proceso 1 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido
(626 mg, 87 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,27-1,42 (9H, m), 1,77-1,93 (2H, m), 2,06-2,22 (2H, m), 2,36
(2H, t, J=7,2 Hz), 2,40 (3H, d, J=1,6 Hz), 2,44-2,54 (2H, m), 2,76 (1H, dd, J = 14,5, 10,2 Hz), 3,02 (1H, dd, J = 13,9,
4,5 Hz), 3,12-3,22 (2H, m), 3,52 (6H, d, J=6,3 Hz), 4,42-4,54 (1H, m), 5,19 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J=18,4 Hz),
5,42 (1H, dd, J = 18,4, 16,4 Hz), 5,57 (1H, dt, J = 8,7, 4,4 Hz), 6,53 (1H, s), 6,98 (1H, t, J=5,9 Hz), 7,14-7,28 (5H, m),
7,31 (1H, s), 7,77-7,84 (1H, m), 7,91 (1H, t, J=5,5 Hz), 8,16 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,27 (1H, t, J=5,1 Hz), 8,52 (1H, d,
J=9,0 Hz).

Proceso 2: Trifluoroacetato de glicilglicil-L-fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-(3-alaninamida

El compuesto (624 g, 0,675 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el
Proceso 2 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo (626 mg,
92 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,86 (2H, tt, J = 14,5, 7,2 Hz), 2,07-2,22 (2H, m), 2,36 (2H, t,
J=7,2 Hz), 2,40 (3H, s), 2,44-2,54 (2H, m), 2,75 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 3,04 (1H, dd, J = 13,7, 4,3 Hz), 3,12-3,22
(2H, m), 3,58 (2H, d, J=4,7 Hz), 3,69 (3H, td, J = 11,2, 5,7 Hz), 3,87 (1H, dd, J = 17,0, 5,7 Hz), 4,54 (1H, m, J = 17,8,
4,5 Hz), 5,19 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,43 (2H, s), 5,51-5,60 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,14-7,29 (5H,
m), 7,32 (1H, s), 7,81 (1H, d, J=10,9 Hz), 7,88 (1H, t, J=5,7 Hz), 7,97 (3H, s a), 8,29-8,38 (2H, m), 8,50 (1H, t, J=5,7 Hz),
8,55 (1H, d, J=8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 825 (M+H)*

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

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el Proceso 2 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 3 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo como un soélido (14,0 mg, 21 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,86 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,12-1,22 (2H, m), 1,39-1,51 (4H, m), 1,79-1,91 (2H, m), 2,02-
2,20 (2H, m), 2,07 (2H, t, J=7,4 Hz), 2,30-2,42 (4H, m), 2,40 (3H, s), 2,78 (1H, dd, J = 14,1, 9,4 Hz), 3,02 (1H, dd, J =
14,7, 4,9 Hz), 3,12-3,21 (2H, m), 3,26-3,42 (2H, m), 3,50-3,80 (6H, m), 4,40-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J=19,6 Hz), 5,26
(1H, d, J=19,2 Hz), 5,42 (2H, s a), 5,51-5,62 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,13-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-
7,84 (2H, m), 8,01 (1H, t, J=5,3 Hz), 8,06 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,14 (1H, d, J=8,2 Hz), 8,25 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,53 (1H, d,
J=8,6 Hz).
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EM (IEN) m/z: 1018 (M+H)*
Proceso 4: Conjugado de farmaco-anticuerpo (15)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,37 mimg cm-" ). La solucion
(1,0 ml) se introdujo en un tubo de polipropileno de 2 ml y se cargd con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,0155 ml; 2,3 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,050 ml). Tras confirmar que la solucion tenia un pH de 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 el enlazador de farmaco: tras incubar la solucion a 22 °C durante 10 minutos, una
solucién de DMSO (0,0311 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contenia 10 mM del compuesto
obtenido en el Proceso 3 se afiadié a lo anterior y se incubo para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo
a 22 °C durante 40 minutos. A continuacién, una solucioén acuosa (0,00622 ml; 9,2 equivalentes por molécula de
anticuerpo) de NAC 100 mM se afiadié a lo anterior y se incubd a 22 °C para terminar la reaccion del enlazador de
farmaco durante 20 minutos mas. Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento
general D-1 (se usé PBS6.0 como solucién tampon) para proporcionar 6 ml de una solucion que contenia el conjugado
farmaco-anticuerpo del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,18 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,08 mg (71 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 2,0.

Ejemplo 16 Conjugado de farmaco-anticuerpo (16)

[Formula 42]

0 H O H O H
. N,\/\/\YN\)LN/\H/NEJLN/\J,N\/\%O
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(0} 77
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SN
alL
R
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Trastuzumab
Proceso 1

3.8

Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (16)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,37 mimg" cm-" ). La solucion
(1,0 ml) se introdujo en un tubo de polipropileno de 2 ml y se cargd con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,0311 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,050 ml). Tras confirmar que la solucion tenia un pH de 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 el enlazador de farmaco: tras incubar la solucion a 22 °C durante 10 minutos, una
solucién de DMSO (0,0622 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contenia 10 mM del compuesto
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obtenido en el Proceso 3 del Ejemplos 15 se afiadid a lo anterior y se incub6 para conjugar el enlazador de farmaco
con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,0124 ml; 18,4 equivalentes por
molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se afadio a lo anterior y se incubd a 22 °C para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco durante 20 minutos mas. Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el
Procedimiento general D-1 (se usé PBS6.0 como solucidon tampon) para proporcionar 6 ml de una solucién que
contenia el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo. Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general
E, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,03 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 6,18 mg (62 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,8.

Ejemplo 17 Conjugado de farmaco-anticuerpo (17)

[Formula 43]
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Proceso 1: N-[3-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoil]glicilglicil-L-fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4:6,7]indolizino[1,2- b]quinolin-1-il]-
B-alaninamida

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 15 se hizo reaccionar de la misma manera
como en el Proceso 3 del Ejemplo 2 utilizando propionato de N-succinimidil 3-maleimida en vez de hexanoato de N-
succinimidil 6-maleimida para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido de color amarillo palido (36,0 mg,
57 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,86 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,85 (2H, dt, J = 14,4, 7,5 Hz), 2,05-2,22 (2H, m), 2,40 (3H, s),
2,30-2,44 (5H, m), 2,73-2,84 (1H, m), 3,02 (1H, dd, J = 13,9, 4,5 Hz), 3,17 (3H, d, J=5,1 Hz), 3,26-3,40 (2H, m), 3,41-
3,81 (6H, m), 4,40-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,42 (2H, s a), 5,52-5,61 (1H, m)
6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,13-7,28 (5H, m) 7,31 (1H, s), 7,80 (2H, d, J=10,2 Hz), 8,03 (1H, t, J=5,5 Hz), 8,12 (1H, d,
J=8,2 Hz), 8,20-8,31 (2H, m), 8,52 (1H, d, J=8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 976 (M+H)*

Proceso 2: Conjugado de farmaco-anticuerpo (17)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1 anterior,
se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 2 del Ejemplo 6.

Concentracion de anticuerpo: 1,74 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,4 mg (83 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,7.
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Ejemplo 18 Conjugado de farmaco-anticuerpo (18)

[Formula 44]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (18)

5 Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1 del
Ejemplo 17, se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del
Ejemplo 7. Concentracion de anticuerpo: 1,98 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 11,9 mg (95 %), y niumero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,6.

Ejemplo 19 Conjugado de farmaco-anticuerpo (19)

10 [FOrmula 45]
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Proceso 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoil]Jamino})etoxi]propanoil}glicilglicil-L-

fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-ethil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 15 se hizo reaccionar de la misma manera
que en el Proceso 3 del Ejemplo 2 utilizando N-succinimidil 3-(2-(2-(3-maleimidapropanamida)etoxi)etoxi)propanoato
en vez de hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido (23,0 mg,
31 %). RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,86 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,77-1,92 (2H, m), 2,07-2,21 (2H, m), 2,27-2,42 (6H,
m), 2,40 (3H, s), 2,74-2,84 (1H, m), 2,97-3,06 (1H, m), 3,09-3,21 (4H, m), 3,25-3,39 (6H, m), 3,45 (4H, s), 3,50-3,80
(8H, m), 4,41-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J=18,4 Hz), 5,26 (1H, m, J=18,4 Hz), 5,42 (2H, s a), 5,51-5,61 (1H, m) 6,54
(1H, s), 7,00 (2H, s), 7,13-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,87 (2H, m), 7,93-8,07 (2H, m), 8,09-8,21 (2H, m), 8,26
(1H, s a), 8,54 (1H, d, J=8,6 Hz). EM (IEN) m/z: 1135 (M+H)*

Proceso 2: Conjugado de farmaco-anticuerpo (19)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1 anterior,
se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 2 del Ejemplo 6.

Concentracion de anticuerpo: 1,60 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,6 mg (77 %), y numero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 1,9.

Ejemplo 20 Conjugado de farmaco-anticuerpo (20)

[Férmula 46]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (20)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1 del
Ejemplo 19, se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del

5 Ejemplo 7. Concentracién de anticuerpo: 1,69 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,1 mg (81 %), y niUmero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,0.

Ejemplo 21 Conjugado de farmaco-anticuerpo (21)

[Férmula 47]
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Proceso 1: N-[19-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-17-ox0-4,7,10,13-tetraoxa-16-azanonadecan-1-oil]glicilglicil-L-
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fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-B-alaninamida

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 15 se hizo reaccionar de la misma manera
que en el proceso 3 del Ejemplo 2 utilizando N-succinimidil 1-maleinimida-3-oxo-7,10,13,16-tetraoxa-4-
azanonadecanoato en vez de hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para proporcionar el compuesto del titulo como
un solido (23,0 mg, 29 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,86 (3H, t, J=7,0 Hz), 1,85 (2H, tt, J = 14,6, 7,1 Hz), 2,06-2,22 (2H, m), 2,40 (3H, s),
2,28-2,43 (6H, m), 2,78 (1H, dd, J = 13,7, 9,4 Hz), 3,02 (1H, dd, J = 14,1, 3,9 Hz), 3,09-3,22 (4H, m), 3,27-3,41 (4H,
m), 3,47 (12H, d, J=8,6 Hz), 3,53-3,81 (10H, m), 4,41-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J=18,8 Hz),
5,42 (2H, s a), 5,53-5,61 (1H, m), 6,54 (1H, s), 7,00 (2H, s), 7,12-7,29 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,85 (2H, m), 8,03
(2H, d, J=6,6 Hz), 8,11-8,21 (2H, m), 8,27 (1H, t, J=5,9 Hz), 8,54 (1H, d, J=8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 1224 (M+H)*

Proceso 2: Conjugado de farmaco-anticuerpo (21)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1, se obtuvo
el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 2 del Ejemplo 6.

Concentracion de anticuerpo: 1,77 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,6 mg (85 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,2.

Ejemplo 22 Conjugado de farmaco-anticuerpo (22)

[Formula 48]

0 c
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (22)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1 del
Ejemplo 21, se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del
Ejemplo 7. Concentracion de anticuerpo: 1,89 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 11,3 mg (90 %), y niumero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,2.

Ejemplos 23 Intermedio (23)
[Formula 49]
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Proceso 1: (6-{[(1S,9S)-9-¢til-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-6-oxohexil)carbamato deterc-butilo

La sal de exatecano del acido metanosulfénico (0,500 g, 0,882 mmol) se hizo reaccionar de la misma forma que en el
Proceso 1 del Ejemplo 1 utilizando acido 6-(terc-butoxicarbonilamino)hexanoico en vez del acido 4-(terc-
butoxicarbonilamino)butanoico para proporcionar el compuesto del titulo (0,620 g, cuantitativo).

RMN'H (DMSO-dg) : 0,83 (3H, t, J=7,8 Hz), 1,14-1,28 (2H, m), 1,31 (9H, s), 1,47-1,61 (2H, m), 1,75-1,89 (2H, m),
2,04-2,17 (4H, m), 2,35 (3H, s), 2,81-2,88 (2H, m), 3,09-3,16 (2H, m), 5,10 (1H, d, J=19,4 Hz), 5,16 (1H, d, J=19,4 Hz),
5,39 (2H, s), 5,48-5,55 (1H, m), 6,50 (1H, s), 6,73-6,78 (1H, m), 7,26 (1H, s), 7,74 (1H, d, J=10,9 Hz), 8,39 (1H, d,
J=9,0 Hz).

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

El compuesto (0,397 g, 0,611 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 2 del Ejemplo 1 para proporcionar la sal del acido trifluoroacético del compuesto del titulo (0,342 g, 84 %).
RMN'H (DMSO-ds) &: 0,88 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,31-1,41 (2H, m), 1,52-1,70 (4H, m), 1,80-1,94 (2H, m), 2,05-2,18 (2H,
m), 2,21 (2H, t, J=7,4 Hz), 2,40 (3H, s), 2,81 (2H, t, J=7,4 Hz), 3,10-3,25 (2H, m), 3,33 (2H, s a), 5,18 (1H, d, J=19,8 Hz),
5,22 (1H, d, J=19,8 Hz), 5,41 (2H, d, J=16,6 Hz), 5,45 (2H, d, J=16,6 Hz), 5,53-5,60 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,32 (1H, s),
7,80 (1H, d, J=10,9 Hz), 8,49 (1H, d, J=9,2 Hz).

Ejemplo 24 Conjugado de farmaco-anticuerpo (24)

[Formula 50]
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Proceso 1: N-(terc-Butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-(6-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-6-
oxohexil)glicinamida

El compuesto (0,170 g, 0,516 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 23 se hizo reaccionar de la misma forma
que en el Proceso 1 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo (0,225 g, 91 %).

RMN'H (DMSO-dg) : 0,88 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,43-1,70 (6H, m), 1,87 (2H, td, J = 15,0, 7,4 Hz), 2,10-2,22 (3H, m), 2,28-
2,37 (1H, m), 2,42 (3H, s), 2,78-2,85 (1H, m), 3,01-3,10 (3H, m), 3,15-3,22 (2H, m), 3,54-3,61 (5H, m), 3,62-3,69 (1H,
m), 4,44-4,53 (1H, m), 5,17 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,25 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,45 (2H, s), 5,54-5,61 (1H, m), 6,55 (1H, s),
7,02 (1H, t, J=6,1 Hz), 7,11-7,28 (5H, m), 7,33 (1H, s), 7,63-7,69 (1H, m), 7,82 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,90-7,96 (1H, m),
8,17 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,28 (1H, t, J=5,5 Hz), 8,46 (1H, d, J=9,0 Hz).

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

El compuesto (0,105 g, 0,108 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 2 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo (0,068 mg, 65 %).

RMN'H (DMSO-dg) &: 0,89 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,15-1,67 (6H, m), 1,79-1,97 (2H, m), 2,08-2,24 (4H, m), 2,42 (3H, s),
2,76-2,82 (1H, m), 3,00-3,10 (5H, m), 3,19 (1H, s), 3,50-3,63 (2H, m), 3,64-3,76 (3H, m), 3,84-3,92 (1H, m), 4,51-4,59
(1H, m), 5,17 (1H, d, J=19,4 Hz), 5,24 (1H, d, J=19,4 Hz), 5,44 (2H, s), 5,53-5,61 (1H, m), 6,55 (1H, s a), 7,15-7,29
(5H, m), 7,33 (1H, s), 7,72-7,78 (1H, m), 7,82 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,96-8,08 (2H, m), 8,30-8,38 (2H, m), 8,46-8,56 (2H,
m).

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

El compuesto (58 mg, 0,060 mmol) obtenido en el Proceso 2 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el
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Proceso 3 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo (39 mg, 62 %).

RMN'H (CD;0D) &: 0,99 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,27 (2H, td, J = 11,6, 6,1 Hz), 1,38-1,44 (2H, m), 1,50-1,63 (6H, m), 1,65-
1,80 (2H, m), 1,89-1,98 (2H, m), 2,17-2,25 (3H, m), 2,26-2,36 (3H, m), 2,40 (3H, s), 2,95 (1H, dd, J = 14,3, 9,2 Hz),
3,12 (1H, dd, J = 13,7, 5,7 Hz), 3,15-3,25 (4H, m), 3,44 (2H, t, J=7,2 Hz), 3,65 (1H, d, J=17,2 Hz), 3,76 (1H, d,
J=17,2 Hz), 3,79-3,86 (4H, m), 4,43 (1H, dd, J = 8,9, 6,0 Hz), 5,10 (1H, d, J=18,9 Hz), 5,25 (1H, d, J=18,9 Hz), 5,35
(1H, d, J=16,6 Hz), 5,56 (1H, d, J=16,0 Hz), 5,60-5,64 (1H, m), 6,76 (2H, s), 7,12-7,24 (6H, m), 7,58 (1H, s), 7,60 (1H,
d, J=10,9 Hz), 7,68 (1H, t, J=5,7 Hz).

EM (IEN) m/z: 1060 (M+H)*

Proceso 4: Conjugado de farmaco-anticuerpo (24)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,37 mimg" cm-" ). La solucion
(9,0 ml) se introdujo en un tubo de polipropileno de 50 ml y se cargd con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM
(0,140 ml; 2,3 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,450 ml). Tras confirmar que la solucion tenia un pH de 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 el enlazador de farmaco: tras incubar la solucién a 22 °C durante 10 minutos, una
solucién de DMSO (0,280 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contenia 10 mM del compuesto en el
Proceso 3 se afiadi6 a lo anterior y se incubd para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 22 °C durante
40 minutos. A continuacién, una solucién acuosa (0,0559 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC
100 mM se afadi6 a lo anterior y se incubd a 22 °C para terminar la reaccion del enlazador de farmaco durante 20
minutos mas.

Purificacion: La solucion anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento general D-1 (se usé PBS7.4 como
solucién tampdn) para proporcionar una solucioén que contenia el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 3,30 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 53,5mg (59 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 1,7.

Ejemplo 25 Conjugado de farmaco-anticuerpo (25)

[FOrmula 517
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (25)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,37 mimg™" cm-" ). La solucion
(9,0 ml) se introdujo en un tubo de polipropileno de 50 ml y se cargd con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM
(0,280 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,450 ml). Tras confirmar que la solucion tenia un pH de 7,4 + 0,1, el enlace disulfuro en la parte de la bisagra del
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anticuerpo se redujo mediante incubacion a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y el enlazador de farmaco: tras incubar la soluciéon a 22 °C durante 10 minutos, una
solucién de DMSO (0,559 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contenia 10 mM del compuesto en el
Proceso 3 del Ejemplo 24 se afiadi6 a lo anterior y se incubd para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo
a 22 °C durante 40 minutos. A continuacion, una solucién acuosa (0,112 ml; 18,4 equivalentes por molécula de
anticuerpo) de NAC 100 mM se afiadié a lo anterior y se incubd a 22 °C para terminar la reaccion del enlazador de
farmaco durante 20 minutos mas. Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento
general D-1 (se usé PBS6.0 como solucion tampdén) para proporcionar una solucion que contenia el conjugado de
farmaco-anticuerpo del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores
caracteristicos.

Concentracién de anticuerpo: 10,65 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 55,1 mg (61 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 2,5.

Ejemplo 26 Conjugado de farmaco-anticuerpo (26)

[Férmula 52]
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Proceso 1: Acetato de ({N-[(9H-Fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicil}amino)metilo

A una mezcla que contenia N-9-fluorenilmetoxicarbonilglicilglicina (4,33 g, 12.2 mmol), tetrahidrofurano (THF; 120 ml),
y tolueno (40,0 ml), piridina (1,16 ml, 14,7 mmol) y tetraacetato de plomo (6,84 g, 14,7 mmol) se afiadieron y calentaron
a reflujo durante 5 horas. Después de enfriar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente, las sustancias insolubles
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se eliminaron mediante filtracién en Celite, y se concentrd a presion reducida. El residuo obtenido se disolvio 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 elimind 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, CDCls) &: 2,07 (3H, s), 3,90 (2H, d, J=5,1 Hz), 4,23 (1H, t, J=7,0 Hz), 4,46 (2H, d, J=6,6 Hz), 5,26
(2H, d, J=7,0 Hz), 5,32 (1H, s a), 6,96 (1H, s a), 7,32 (2H, t, J=7,3 Hz), 7,41 (2H, t, J=7,3 Hz), 7,59 (2H, d, J=7,3 Hz),
7,77 (2H, d, J=7,3 Hz).

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

A una solucién en THF (40,0 ml) del compuesto (3,68 g, 10,0 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior y glicolato de
bencilo (4,99 g, 30,0 mmol), se afiadio terc-butdxido de potasio (2,24 g, 20,0 mmol) a 0 °C y se agitd a temperatura
ambiente durante 15 minutos. La solucidon de reaccion se cargd con acetato de etiloy agua a 0 °C y se extrajo con
acetato de etilo y cloroformo. La capa organica obtenida se sec6 con sulfato sédico y se filtro. El disolvente se retir6 a
presién reducida. El residuo obtenido se disolvi6 en dioxano (40,0ml) 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), y se agit6 a
temperatura ambiente durante 2 horas. La solucion de reaccién se cargé con agua y se extrajo con acetato de etilo.
La capa organica obtenida se secé con sulfato sédico y se filtré. El disolvente se elimind a presion reducida y el residuo
obtenido se purific6 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 'H (400 MHz, CDCl3) &: 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 afiadir catalizador de paladio sobre carbono (376 mg), se agité bajo atmdsfera de hidrogeno 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 g, 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 HZz).

Proceso 4: (2{[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-2-oxoetoxi)metillamino}-2-oxoetil)carbamato de 9H-
fluoren-9-ilmetilo

Con enfriamiento de hielo, a una solucion de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) de la sal del acido metanosulfonico 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 afadieron N,N-diisopropiletilamina (92,9 yl, 0,533 mmol) y N,N-
diciclohexilcarbodiimida (0,143 g, 0,693 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 3 dias. El disolvente se
elimin6é a presion 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 sélido de color marron palido (0,352 g, 82 %). RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,81 (3H, t,
J=7,4 Hz), 1,73-1,87 (2H, m), 2,06-2,20 (2H, m), 2,34 (3H, s), 3,01-3,23 (2H, m), 3,58 (2H, d, J=6,7 Hz), 3,98 (2H, s),
4,13-4,25 (3H, m), 4,60 (2H, d, J=6,7 Hz), 5,09-5,22 (2H, m), 5,32-5,42 (2H, m), 5,50-5,59 (1H, m), 6,49 (1H, s), 7,24-
7,30 (3H, m), 7,36 (2H, t, J=7,4 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 solucién en N,N-dimetilformamida (11,0 ml) del compuesto (0,881 g, 1,10 mmol) obtenido en el Proceso 4
anterior, se afiadié piperidina (1,1 ml) y se agit6é a temperatura ambiente durante 2 horas. El disolvente se eliminé a
presion reducida para dar un mezcla que contenia el compuesto del titulo. La mezcla se utilizé 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 (el compuesto descrito en la patente japonesa abierta a consulta n.° 2002-60351; 0,440 g, 0,878 mmol),
se afiadié N,N’-diciclohexilcarbodiimida (0,181 g, 0,878 mmol) y se agitd6 a temperatura ambiente durante 4 dias. El
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disolvente se elimind a presion reducida y el residuo obtenido se purificd 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 sélido
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-illamino}-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 elimind a presion 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)metil]glicinamida

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 agit6é a temperatura ambiente durante 3
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 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 (6H, 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 de farmaco-anticuerpo (26)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 8 anterior,
se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 2 del Ejemplo 6.

Concentracion de anticuerpo: 1,61 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,7 mg (77 %), y numero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 2,9.

Ejemplo 27 Conjugado de farmaco-anticuerpo (27)

[Formula 53]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (27)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 8 del
Ejemplo 26, se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del
Ejemplo 7. Concentracion de anticuerpo: 1,58 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,5 mg (76 %), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,6.

Ejemplo 28 Conjugado de farmaco-anticuerpo (28)
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[FOrmula 54]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (28)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg™ cm-" ). La solucion
(1,25 ml) se coloco6 en dos tubos de polipropileno de 1,5 ml y se cargdé con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,039 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,0625 ml). Tras confirmar que la solucién tenia un pH de 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 el enlazador de
farmaco: Tras afiadir DMSO (0,072 ml) y una soluciéon de DMSO que contenia 10 mM del compuesto en el Proceso 8
del Ejemplo 26 (0,078 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion anterior a temperatura ambiente,
se agitd esta utilizando un rotor de tubos para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a temperatura
ambiente durante 40 minutos. A continuacion, una soluciéon acuosa de NAC 100 mM (0,0155 ml)se afiadio a lo anterior
y se agitd a temperatura ambiente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco durante 20 minutos mas.
Purificacion: La solucion anterior se sometid a purificacion usando el Procedimiento general D-1 (se usé ABS como
solucién tampoén) para proporcionar 11,7 ml de una solucidon que contiene el compuesto de interés. Caracterizacion
fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,60 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 18,7 mg (94 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,2.

Ejemplo 29 Conjugado de farmaco-anticuerpo (29)

[Formula 55]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (29)
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Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg cm-" ). La solucion
(6 ml) se coloco en un tubo de polipropileno y se cargd con una solucidon acuosa de TCEP 10 mM (0,108 ml; 2,5
equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (0,091 ml). Tras
confirmar 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 incubacion a 37 °C durante 1 hora. Conjugacion entre el anticuerpo y el enlazador de farmaco: Tras afadir
DMSO (0,146 ml) y una solucion de DMSO que contenia 10 mM del compuesto en el Proceso 8 del Ejemplo 26
(0,193 ml; 4,5 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion anterior a temperatura ambiente, Esta se incubd
para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 15 °C durante 1 hora. A continuacién, una solucién acuosa
(0,029 ml) de NAC 100 mM se afadié a lo anterior y se agitd a temperatura ambiente para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco durante 20 minutos mas.

Purificacion: La solucion anterior se sometioé a purificacion usando el Procedimiento general D (se usé ABS como
solucién tampdn) para proporcionar 24 ml de una solucién que contiene el compuesto de interés.

Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos generales E y F (se utilizaron €p,280 = 5178 (valor
medido), y €p370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,77 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 42 mg (85 %), numero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general E: 3,0, y niumero
promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general
F:3,4.

Ejemplo 30 Conjugado de farmaco-anticuerpo (30)

[Formula 56]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (30)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg" cm-" ). La solucion
(6 ml) se coloco en un tubo de polipropileno y se cargé con una soluciéon acuosa de TCEP 10 mM (0,215 ml; 5
equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (0,094 ml). Tras
confirmar 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 incubacién a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y el enlazador de farmaco: Tras afadir una solucion de DMSO que contenia 10 mM
del compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26 (0,370 ml; 8,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucion
anterior a temperatura ambiente, Esta se incubd para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 15 °C
durante 1 hora. A continuacion, una solucién acuosa (0,056 ml) de NAC 100 mM se afiadi6 a lo anterior y se agit6 a
temperatura ambiente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco durante 20 minutos mas. Purificacién: La
solucién anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento general D (se us6 ABS como solucién tampon)
para proporcionar 24 ml de una solucién que contiene el compuesto de interés.

Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos generales E y F (se usaron €p 280 = 5178 (valor
medido), y €p,370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.
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Concentracion de anticuerpo: 1,92 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 46 mg (92 %), numero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general E: 6,2, y nUmero
promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general
F:71.

Ejemplo 31 Conjugado de farmaco-anticuerpo (31)

[FOrmula 57]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (31)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg cm-" ). La solucion
(50.00 ml) se colocéd en un recipiente de polipropileno y se cargdé con una solucion acuosa de hidrogenofosfato
dipotasico 1 M dipotasico (0,745 ml) a temperatura ambiente con agitacion y a continuacion con una solucion acuosa
de TCEP 10 mM (1,868 ml; 5,4 equivalentes por molécula de anticuerpo). Tras confirmar que la solucion tenia un pH
de 7,0 £ 0,1, la agitacion se finalizd, y 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 el enlazador de farmaco: Después de enfriar la solucion anterior a 15 °C, una
solucién de DMSO que contenia 10 mM del compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26 (2,958 ml; 8,6 equivalentes por
molécula de anticuerpo) se afiadieron gradualmente gota a gota al anterior. Mientras que la temperatura se mantuvo
a 15 °C, la solucion de reaccion se agitdé durante los primeros 30 minutos y se incubd sin agitacion para conjugar el
enlazador de farmaco al anticuerpo durante 1 hora mas. A continuacién, una solucidon acuosa (0,444 ml) de NAC
100 mM se afiadio a lo anterior y se agité a temperatura ambiente para terminar la reaccion del enlazador de farmaco
durante 20 minutos mas.

Purificacion: Afadiendo gradualmente una solucion acuosa de acido acético al 20 % (aproximadamente 0,25 ml) y
ABS (50 ml) a la solucién anterior con agitacion, se ajusté el pH del filtrado a 5,5+ 0,1. Esta solucién se sometio a
microfiltracion (Millipore Corp., filtro Millex-HV, 0,45 ym, membrana PVDF) para eliminar la materia blanquecina. Este
filtrado se sometié a purificacion mediante ultrafiltracién usando un aparato de ultrafiltracion compuesto por una
membrana de ultrafiltracion (Merck Japan, Pellicon XL Cassette, Ultracell 50 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 afiadié gota a gota (un total de 800 ml) como solucion
tampodn para purificacion a la solucién 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 solucion
tampon con ABS, y concentrando ademas la solucion. La solucion purificada obtenida se sometié a microfiltracion
(0,22 ym (Millipore Corp., filtro Millex-GV, membrana PVDF) y 0,10 yum (Millipore Corp., filtro Millex-VV, membrana
PVDF)) para proporcionar una soluciéon que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo. Caracterizacion
fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos generales E y F (se usaron €p2s0 = 5178 (valor medido), y €p 370
= 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 11,28 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 451 mg (90 %), nimero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general E: 6,6, y numero
promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general
F:7,7.

Ejemplo 32 (procedimiento alternativo para sintetizar el compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26)
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[Formula 58]
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Proceso 1: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoail]glicilglicil-L-fenil alaninato deterc-butilo

Con enfriamiento de hielo, a una solucién en THF (12,0 ml) de N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicilglicil-L-fenil
alaninato de terc-butilo (J. Pept. Res., 1999, vol. 53, pag. 393; 0,400 g, 0,717 mmol), se afiadié 1,8-diazabiciclo[5.4.0]-
7-undeceno (0.400 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 4 dias, y a continuacion se afiadié adicionalmente
hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (0,221 g, 0,717 mmol) y se agité durante 3 horas. La solucion de reaccion
se diluy6 con acetato de etilo y se lavo con una solucién acuosa de acido citrico al 10 %, una solucidn acuosa saturada
de hidrogenocarbonato de sodio, y salmuera saturada, y a continuacion la capa organica se secé con sulfato de
magnesio anhidro. Una vez que el disolvente se elimind a presion reducida, los residuos obtenidos se purificaron
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 9 : 1 (v/v)] para proporcionar
el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,295 g, 78 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 1,28-1,36 (2H, m), 1,41 (9H, s), 1,57-1,71 (4H, m), 2,23 (2H, t, J=7,6 Hz), 3,09 (2H, d,
J=6,0 Hz), 3,51 (2H, t, J=7,6 Hz), 3,85-4,02 (4H, m), 4,69-4,78 (1H, m), 6,15 (1H, t, J=4,6 Hz), 6,33 (1H, d, J=7,3 Hz),
6,60 (1H, t, J=5,0 Hz), 6,68 (2H, s), 7,10-7,16 (2H, m), 7,22-7,31 (3H, m).

EM (IEN) m/z: 529 (M+H)*

Proceso 2: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanina

A una solucion en diclorometano (8,00 ml) del compuesto (0,295 g, 0,558 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior, se
afadié acido trifluoroacético (4,00 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. el disolvente se elimino a
presién reducida para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,240 g,
91 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 1,15-1,23 (2H, m), 1,40-1,53 (4H, m), 2,10 (2H, t, J=7,6 Hz), 2,88 (1H, dd, J = 13,7,
8,9 Hz), 3,04 (1H, dd, J = 13,7, 5,0 Hz), 3,35-3,43 (2H, m), 3,58-3,77 (4H, m), 4,41 (1H, td, J = 7,8, 5,0 Hz), 7,00 (2H,
s), 7,16-7,31 (5H, m), 8,00 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,06 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,13 (1H, d, J=7,8 Hz).

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

El compuesto (0,572 g, 1,21 mmol) obtenido en el Proceso 2 anterior se disolvid en diclorometano (12,0 ml), se cargd
con N-hidroxisuccinimida (0,152 g, 1,32 mmol) y clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,253 g,
1,32 mmol), y se agité durante 1 hora. La solucién de reaccion se afiadié a una solucion de N,N-dimetilformamida
(22,0 ml) de la mezcla (1,10 mmol) obtenida en el Proceso 5 anterior del Ejemplo 26, y se agité a temperatura ambiente
durante 3 horas. La solucion de reaccion se cargd con una solucidn acuosa de acido citrico al 10 % y se extrajo con
cloroformo. La capa organica obtenida se secé con sulfato sédico y se filtrd. El disolvente se elimind a presion reducida
y el residuo obtenido se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol
= 8 : 2 (v/v)] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,351 g, 31 %).
Los datos instrumentales del compuesto fueron los mismos que los del compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26.

Ejemplo 33 (procedimiento alternativo para sintetizar el compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26)

[Formula 59]
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Proceso 1: [({N-[(9H-Fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicillamino)metoxilacetato de bencilo

A una solucion en THF (200 ml) del compuesto (7,37 g, 20,0 mmol) obtenido en el Proceso 1 del Ejemplo 26, se
afadieron glicolato de bencilo (6,65 g, 40,0 mmol) y acido p-toluenosulfénico monohidratado (0,381 g, 2,00 mmol) a
0 °Cy se agitaron a temperatura ambiente durante 2 horas y 30 minutos. La solucién de reaccion se cargd con solucion
acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica obtenida se seco
con sulfato sédico y se filtrd. El disolvente se elimind a presion reducida y el residuo obtenido se purificé 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 un solido incoloro (6,75 g, 71 %). Los datos instrumentales del compuesto fueron los
mismos que los del compuesto del Proceso 2 del Ejemplo 26.

Proceso 2: N-[(Benciloxi)carbonil]glicilglicil-L-fenilalanina-N-{[(2-(benciloxi)-2-oxoetoxi]metil}glicinamida

A una solucion en N,N-dimetilformamida (140 ml) del compuesto (6,60 g, 13,9 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior,
se afadio 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (2,22 g, 14,6 mmol) a 0 °C y se agitd a temperatura ambiente durante 15
minutos. La solucion de reacciébn con wuna solucion de N,N-dimetilformamida (140ml) de N-
[(benciloxi)carbonil]glicilglicil-L-fenilalanina (6,33 g, 15,3 mmol), N-hidroxisuccinimida (1,92 g, 16,7 mmol), y clorhidrato
de 1-(3-dimetil-aminopropil)-3-etilcarbodiimida (3,20 g, 16,7 mmol) agitado por adelantado a temperatura ambiente
durante 1 hora, y se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. La solucién de reaccion se cargd con acido
clorhidrico 0,1 N y se extrajo con cloroformo. La capa organica obtenida se secd con sulfato sédico y se filtrd. El
disolvente se elimind a presion reducida y el residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de gel
de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 8:2 (v/v)] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido
incoloro (7,10 g, 79 %).

RMN'H (DMSO-ds) &: 2,78 (1H, dd, J = 13,9, 9,6 Hz), 3,05 (1H, dd, J = 13,9, 4,5 Hz), 3,56-3,80 (6H, m), 4,15 (2H, s),
4,47-4,55 (1H, m), 4,63 (2H, d, J=6,6 Hz), 5,03 (2H, s), 5,15 (2H, s), 7,16-7,38 (15H, m), 7,52 (1H, t, J=5,9 Hz), 8,03
(1H, t, J=5,5 Hz), 8,17 (1H, d, J=8,2 Hz), 8,36 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,61 (1H, t, J=6,6 Hz).

Proceso 3: Glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(carboximetoxi)metil]glicinamida

A una solucion en N,N-dimetilformamida (216 ml) del compuesto (7,00 g, 10,8 mmol) obtenido en el Proceso 2 anterior,
se afadio catalizador de paladio sobre carbono (7,00 g) y se agitd en atmdsfera de hidrégeno a temperatura ambiente
durante 24 horas. las sustancias insolubles se eliminaron mediante filtracién en Celite, y se eliminé el disolvente a
presion reducida. Los residuos obtenidos se disolvieron en agua, el material insoluble se elimind mediante filtracion
en Celite y el disolvente se evaporo a presion reducida. Este procedimiento se repitié dos veces para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de un solido incoloro (3,77 g, 82 %).

RMN'H (DMSO-dg) 8: 2,84 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 3,08 (1H, dd, J = 13,7, 4,7 Hz), 3,50-3,72 (4H, m), 3,77-3,86 (2H,
m), 3,87 (2H, s), 4,52-4,43 (1H, m), 4,61 (2H, d, J=6,6 Hz), 7,12-7,30 (5H, m), 8,43 (1H, t, J=5,9 Hz), 8,54 (1H, d,
J=7,8 Hz), 8,70 (1H, t, J=6,3 Hz), 8,79 (1H, t, J=5,5 Hz).

Proceso 4: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalaninl-N-
[(carboximetooxi)metillglicinamida

A una solucién en N,N-dimetilformamida (85,0 ml) del compuesto (3,59 g, 8,48 mmol) obtenido en el Proceso 3
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anterior, se afadieron hexanoato de N-succinimidil-6-maleimida (2,88 g, 9,33 mmol) y trietilamina (0,858 g, 8,48 mmol)
y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La solucién de reaccion se cargé con acido clorhidrico 0,1 Ny se
extrajo con cloroformo y un disolvente mixto de cloroformo y metanol [cloroformo: metanol = 4:1 (v/v)]. La capa organica
obtenida se secd con sulfato sédico y se filtrd. El disolvente se elimind a presion reducida y el residuo obtenido se
purificdé 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 en forma de un sélido incoloro (3,70 g, 71 %).
RMN'H (DMSO-dg) &: 1,13-1,24 (2H, m), 1,42-1,53 (4H, m), 2,11 (2H, t, J=7,4 Hz), 2,80 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz),
3,06 (1H, dd, J = 13,9, 4,5 Hz), 3,37 (2H, t, J=7,2 Hz), 3,56-3,78 (6H, m), 3,97 (2H, s), 4,46-4,53 (1H, m), 4,61 (2H, d,
J=6,3 Hz), 7,00 (2H, s), 7,15-7,29 (5H, m), 8,03-8,20 (3H, m), 8,32 (1H, t, J=5,9 Hz), 8,60 (1H, t, J=6,7 Hz).

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

A una solucién en N,N-dimetilformamida (40.0 ml) de la sal de exatecano del acido metanosulfénico (1,14 g,
2.00 mmol), se afadieron trietilamina (0,202 g, 2,00 mmol), el compuesto (1,48 g, 2,40 mmol) obtenido en el Proceso
4 anterior, y cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (0,993 g, 3,00 mmol) que contenia 16,4 %
de agua a 0 °C y se agitaron a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se eliminé a presién reducida y el
residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 8
: 2 (v/v)] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (1,69 g, 82 %). Los
datos espectrales del compuesto fueron los mismos que los del compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26.

Ejemplos 34 Intermedio (34)
[Formula 60]
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Proceso 1: 2-{[(18,9S)-9-Etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ilJamino}-2-oxoetilacetato

Con enfriamiento de hielo, a una suspension de N,N-dimetilformamida (20,0 ml) de la sal de exatecano del acido
metanosulfénico (0,500 g, 0,941 mmol), Se afadieron N,N-diisopropiletilamina (0,492 ml, 2,82 mmol) y cloruro de
acetoxiacetilo (0,121 ml, 1,13 mmol) y se agitd6 a temperatura ambiente durante 1 dias. El disolvente se elimin6 a
presion reducida y 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 en
forma de un sélido de color amarillo palido (0,505 g, cuantitativo).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,81-1,92 (2H, m), 2,08 (3H, s), 2,08-2,22 (2H, m), 2,41 (3H,
s), 3,14-3,21 (2H, m), 4,51 (2H, dd, J = 19,4, 14,7 Hz), 5,22 (2H, dd, J = 40,1, 19,0 Hz), 5,43 (2H, s), 5,56-5,61 (1H,
m), 6,53 (1H, s), 7,31 (1H, s), 7,81 (1H, d, J=11,0 Hz), 8,67 (1H, d, J=8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 536 (M+H)*

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

A una solucién en metanol (50,0 ml) del compuesto (0,504 g, 0,941 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior, se
afadieron un THF (20,0 ml) y una solucién acuosa de hidroxido sédico 1 N (4,00 ml, 4,00 mmol) y se agitaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccién se terminé mediante la adicién de acido clorhidrico 1 N (5.00 ml,
5.00 mmol), y se elimind el disolvente a presion reducida. Los residuos obtenidos se purificaron mediante
cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - capa organica repartida de cloroformo: metanol: agua = 7:3:1
(v/vlv)] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un soélido de color amarillo palido (0,412 g, 89 %). Este
compuesto se confirmé en el tumor de un ratén que recibié el conjugado de anticuerpo-farmaco (45) o (46).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,78-1,95 (2H, m), 2,09-2,28 (2H, m), 2,39 (3H, s), 3,07-3,27
(2H, m), 3,96 (2H, d, J=6,0 Hz), 5,11-5,26 (2H, m), 5,42 (2H, s), 5,46-5,54 (1H, m), 5,55-5,63 (1H, m), 6,52 (1H, s),
7,30 (1H, s), 7,78 (1H, d, J=10,9 Hz), 8,41 (1H, d, J=9,1 Hz). EM (IEN) m/z: 494 (M+H)*

Ejemplo 35 (procedimiento alternativo para sintetizar el compuesto del Ejemplo 34)
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[Férmula 61]
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Proceso 1: N-[(1S, 9S)-9-Etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-2-hidroxiacetamida

Se disolvi6 acido glicdlico (0,0201 g, 0,27 mmol) en N,N-dimetilformamida (1,0 ml), se cargé con N-hidroxisuccinimida
(0,0302 g, 0,27 mmol) y clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,0508 g, 0,27 mmol), y se agitd
durante 1 hora. La solucidn de reaccion se afiadié a una suspension de N,N-dimetilformamida (1,0 ml) cargada con
una sal de exatecano del acido metanosulfénico (0,1 g, 0,176 mmol) y trietilamina (0,025 ml, 0,18 mmol), y se agitd a
temperatura ambiente durante 24 horas. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo obtenido se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 10 : 1 (v/v)] para proporcionar
el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,080 g, 92 %). Los datos espectrales del
compuesto fueron los mismos que los del compuesto obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 34.

Ejemplo 36 Conjugado de farmaco-anticuerpo (36)

[Férmula 62]
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Proceso 1: N-[4-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)butanoil]glicilglicil-L-fenilalanilglicil-N-[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-
hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-il]-
B-alaninamida

El compuesto (60,0 mg, 0,0646 mmol) obtenido en el Proceso 2 del ejemplo 15 se hizo reaccionar de la misma manera
que en el Proceso 3 del Ejemplo 2 utilizando butirato de N-succinimidil 4-maleimida en vez de hexanoato de N-
succinimidil 6-maleimida para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido de color amarillo palido (24,0 mg,
38 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,86 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,68 (2H, quin, J = 7,4 Hz), 1,78-1,92 (2H, m), 2,06-2,22 (2H,
m), 2,10 (2H, t, J = 7,8 Hz), 2,31-2,43 (2H, m), 2,40 (3H, s), 2,78 (1H, dd, J = 13,7, 9,4 Hz), 3,01 (1H, dd, J = 13,7,
4,7 Hz), 3,17 (4H, d, J = 5,1 Hz), 3,29-3,40 (2H, m), 3,52-3,80 (6H, m), 4,40-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J = 18,4 Hz),
5,26 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,52-5,61 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,12-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s),
7,74-7,84 (2H, m), 8,02 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,08-8,16 (2H, m), 8,25 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,52 (1H, d, J = 8,2 HZz).

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

Proceso 2: Conjugado de farmaco-anticuerpo (33)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1 anterior,
se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 2 del Ejemplo 6.

Concentracion de anticuerpo: 1,75 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 10,5mg (84 %), y numero promedio de
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moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 4,7.

Ejemplo 37 Conjugado de farmaco-anticuerpo (37)

[Férmula 63]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (37)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1 del
Ejemplo 36, se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del
Ejemplo 7. Concentracion de anticuerpo: 1,89 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 11,3 mg (90 %), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 8,5.

Ejemplo 38 Intermedio (38)
[Formula 64]
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Proceso 1: (5-{I( 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}-5-oxopentil)carbamato deterc-butilo

La sal de exatecano del acido metanosulfonico (500 mg, 0,941 mmol) se hizo reaccionar de la misma forma que en el
Proceso 1 del Ejemplo 1 utilizando acido 5-(terc-butoxicarbonilamino)valérico en vez del acido 4-(terc-
butoxicarbonilamino)butanoico para proporcionar el compuesto del titulo como un soélido de color marrén amarillento
(571 mg, 96 %). El compuesto se usé para la siguiente reaccion sin llevar a cabo purificacion adicional.

EM (IEN) m/z 635 (M+H)*

Proceso 2: 5-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-iljpentanamida

El compuesto (558 mg, 0,879 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 2 del Ejemplo 1 para proporcionar el trifluoroacetato del compuesto del titulo en forma de un sélido de color
amarillo (363 mg, 64 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,88 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,52-1,71 (4H, m), 1,87 (2H, tt, J = 14,4, 6,9 Hz), 2,07-2,18
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(2H, m), 2,22 (2H, t, J = 7,0 Hz), 2,40 (3H, s), 2,76-2,88 (2H, m), 3,13-3,22 (2H, m), 5,18 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,24 (1H,
d, J = 18,8 Hz), 5,43 (2H, s), 5,53-5,61 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,33 (1H, s), 7,65 (3H, a.s.), 7,81 (1H, d, J = 11,3 Hz),
8,49 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 535 (M+H)*

Ejemplo 39 Conjugado de farmaco-anticuerpo (39)

[Férmula 65]
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Proceso 1: N-(terc-Butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-(5-{[(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}-5-
oxopentil)glicinamida

El compuesto (348 mg, 0,537 mmol) obtenido en el Proceso 2 del Ejemplo 38 se hizo reaccionar de la misma forma
que en el Proceso 1 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo
palido (429 mg, 84 %). El compuesto se uso6 para la siguiente reaccion sin llevar a cabo purificacion adicional.

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

El compuesto (427 mg, 0,448 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 2 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo (430 mg,
99 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,38-1,49 (2H, m), 1,54-1,66 (2H, m), 1,86 (2H, tt, J = 14,5,
7,0 Hz), 2,08-2,16 (2H, m), 2,19 (2H, t, J = 7,2 Hz), 2,40 (3H, s), 2,76 (1H, dd, J = 13,9, 10,0 Hz), 3,00-3,12 (3H, m),
3,14-3,21 (2H, m), 3,57 (2H, d, J = 4,7 Hz), 3,60-3,75 (3H, m), 3,87 (1H, dd, J = 16,8, 5,9 Hz), 4,55 (1H, td, J = 9,0,
4,7 Hz), 5,16 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,23 (1H, d, J = 18,4 Hz), 5,44 (2H, s), 5,53-5,60 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,14-7,29
(5H, m), 7,32 (1H, s), 7,74 (1H, t, J = 5,5 Hz), 7,81 (1H, d, J = 10,9 Hz), 7,96 (3H, a.s.), 8,30-8,37 (1H, m), 8,44-8,53
(2H, m).

EM (IEN) m/z: 853 (M+H)*

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

El compuesto (60,0 mg, 0,0621 mmol) obtenido en el Proceso 2 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en
el Proceso 3 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido (16,0 mg, 25 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,13-1,21 (2H, m), 1,36-1,52 (6H, m), 1,53-1,65 (2H, m), 1,79-
1,92 (2H, m), 2,05-2,15 (4H, m), 2,19 (2H, s), 2,40 (3H, s), 2,79 (1H, dd, J = 13,7, 10,2 Hz), 2,98-3,10 (3H, m), 3,12-
3,21 (2H, m), 3,29-3,37 (2H, m), 3,53-3,79 (6H, m), 4,41-4,50 (1H, m), 5,16 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,23 (1H, d, J =
18,8 Hz), 5,43 (2H, s), 5,52-5,60 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,12-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,63 (1H, t, J =
5,7 Hz), 7,80 (1H, d, J = 10,6 Hz), 8,02 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,08 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,12 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,24 (1H,
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t,J = 5,7 Hz), 8,45 (1H, d, J = 8,6 Hz).
EM (IEN) m/z: 1046 (M+H)*

Proceso 4: Conjugado de farmaco-anticuerpo (39)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,37 mimg" cm-" ). La solucion
(1,0 ml) se introdujo en un tubo de polipropileno de 2 ml y se cargd con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,0155 ml; 2,3 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,050 ml). Tras confirmar que la solucion tenia un pH de 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 el enlazador de farmaco: Tras incubar la solucién durante 10 minutos a 22 °C, una
solucién de DMSO (0,0311 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contenia 10 mM del compuesto
obtenido en el Proceso 3 se afiadié a lo anterior y se incubo para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo
a 22 °C durante 40 minutos. A continuacién, una solucién acuosa (0,00622 ml; 9,2 equivalentes por molécula de
anticuerpo) de NAC 100 mM se afiadié a lo anterior y se incubd a 22 °C para terminar la reaccion del enlazador de
farmaco durante 20 minutos mas. Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el Procedimiento
general D-1 (se usé PBS6.0 como solucién tampon) para proporcionar 6 ml de una solucion que contenia el conjugado
farmaco-anticuerpo del titulo. Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general E, se obtuvieron los
siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 1,12 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 6,72 mg (67 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 1,8.

Ejemplo 40 Conjugado de farmaco-anticuerpo (40)

[Formula 66]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (40)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,37 mimg cm-" ). La solucion
(1,0 ml) se introdujo en un tubo de polipropileno de 2 ml y se cargd con una solucion acuosa de TCEP 10 mM
(0,0311 ml; 4,6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucién acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M
(0,050 ml). Tras confirmar que la solucion tenia un pH de 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 el enlazador de farmaco: tras incubar la solucion a 22 °C durante 10 minutos, una
solucién de DMSO (0,0622 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contenia 10 mM del compuesto
obtenido en el Proceso 3 del Ejemplos 39 se afiadid a lo anterior y se incub6 para conjugar el enlazador de farmaco
con el anticuerpo a 22 °C durante 40 minutos. A continuacién, una solucién acuosa (0,0124 ml; 18,4 equivalentes por

74



10

15

20

ES 2727351 T3

molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se afadio a lo anterior y se incubd a 22 °C para terminar la reaccion del
enlazador de farmaco durante 20 minutos mas. Purificacion: La solucién anterior se sometié a purificacion usando el
Procedimiento general D-1 (se usé PBS6.0 como soluciéon tampon) para proporcionar 6 ml de una solucién que
contenia el conjugado farmaco-anticuerpo del titulo. Caracterizacion fisicoquimica: Utilizando el Procedimiento general
E, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 0,98 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,88 mg (59 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,4.

Ejemplo 41 Conjugado de farmaco-anticuerpo (41)

[FOérmula 67]
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Proceso 1: {2-[(2-hidroxietillamino]-2-oxoetil}carbamato deterc-butilo

N-(terc-Butoxicarbonil)glicina (4.2 g, 24 mmol) se disolvié en dimetilformamida (40 ml). Tras afiadir aminoetanol (2,9 g,
48 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol (3,7 g, 24 mmol) y afiadir clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(6,9 g, 36 mmol), se agitd a temperatura ambiente durante 12 horas. El disolvente se eliminé a presion reducida, y los
residuos se cargaron con tolueno para la destilacion azeotrépica. Los residuos obtenidos se purificaron mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice [acetato de etilo - acetato de etilo: metanol = 10:1 (v/v)] para proporcionar
el compuesto del titulo en forma de una sustancia oleosa incolora (3,8 g, 72 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 1,44 (9H, s), 1,69 (1H, s a), 3,43 (2H, td, J = 5,9, 5,1 Hz), 3,71 (2H, t, J = 5,1 Hz), 3,79
(2H, d, J = 5,9 Hz), 5,22 (1H, s a), 6,62 (1H, s a).

Proceso 2: 2-{[N-(terc-Butoxicarbonil)glicillamino}etil4-nitrofenilcarbonato

A una solucion en THF (23 ml) del compuesto (1,0 g, 4,59 mmol) obtenido en el Proceso 1 anterior, se afiadieron
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diisopropiletilamina (0,80 ml, 4,59 mmol) y carbonato de bis(4 nitrofenilo) (1,32 g, 6,88 mmol) y se agitaron a
temperatura ambiente durante 12 horas. El disolvente se elimind a presion reducida y el residuo obtenido se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice [hexano - hexano: acetato de etilo = 1:3 (v/v)] para proporcionar
el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (1,13 g, 64 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 1,44 (1H, s), 3,66 (2H, td, J = 5,1,5,9 Hz), 3,81 (2H, d, J = 5,9 Hz), 4,36 (2H, t, J = 5,1 Hz),
5,07 (1H, s), 6,48-6,53 (1H, m), 7,38 (2H, dt, J = 9,9, 2,7 Hz), 8,27 (2H, dt, J = 9,9, 2,7 Hz).

Proceso 3: 2-({[(terc-Butoxicarbonil)amino]acetil}amino)etil[(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-iljcarbamato

a una sal de exatecano del acido metanosulfénico (0,70 g, 1,2 mmol), el compuesto (0,57 g, 1,5 mmol) obtenido en el
Proceso 2, y 1-hidroxibenzotriazol (3,7 g, 24 mmol), se afiadié6 dimetiformamida (23ml), y se afadio
diisopropiletilamina (0,43 ml, 2,5 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 12 horas. El disolvente se elimind
a presion reducida, y los residuos se cargaron con tolueno para la destilacion azeotrépica. los residuos obtenidos se
purificaron mediante cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 10:1 (v/v)] para
proporcionar el compuesto del titulo (0,86 g, cuantitativo) como un sélido de color amarillo palido.

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,35 (9H, s), 1,78-1,94 (1H, m), 2,07-2,17 (1H, m), 2,17-2,27
(1H, m), 2,37 (3H, s), 3,05-3,16 (1H, m), 3,19-3,26 (1H, m), 3,34-3,39 (2H, m), 3,50-3,56 (2H, m), 4,00-4,07 (1H, m),
4,13-4,21 (1H, m), 5,15-5,34 (3H, m), 5,44 (2H, s), 6,54 (1H, s), 6,90-6,96 (1H, m), 7,32 (1H, s), 7,78 (1H, d, J =
11,0 Hz), 7,93-8,07 (2H, m).

Proceso 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-lJcarbamato de 2-(glicilamino)etilo

El compuesto (0,86 g, 2,1 mmol) obtenido en el Proceso 3 anterior se disolvid en diclorometano (15 ml). Después de
afadir el acido trifluoroacético (15 ml), se agité durante 1 hora. El disolvente se elimin6é a presion reducida, y los
residuos se cargaron con tolueno para la destilacion azeotrépica. Los residuos obtenidos se purificaron mediante
cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - capa organica repartida de cloroformo: metanol: agua = 7:3:1
(v/vIv)] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,86 g, 99 %).
RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,79-1,95 (2H, m), 2,06-2,18 (1H, m), 2,18-2,29 (1H, m), 2,38
(3H, s), 3,07-3,17 (1H, m), 3,20-3,29 (1H, m), 3,36-3,50 (2H, m), 3,51-3,62 (2H, m), 3,99-4,08 (1H, m), 4,22-4,31 (1H,
m), 5,16-5,35 (3H, m), 5,42 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,46 (1H, d, J = 18,8 Hz), 6,56 (1H, s), 7,34 (1H, s), 7,65 (2H, s a),
7,79 (1H, d, J = 10,6 Hz), 7,99-8,06 (1H, m), 8,51 (1H, t, J = 5,5 Hz).

EM (CLEM) m/z: 939 (M+H)*

Proceso 5: N-[(9H-Fluoren-9-iimetoxi)carbonillglicilglicil-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-
illcarbamoil}oxi)etillglicinamida

N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]lglicilglicil-L-fenilalanina (Patente japonesa abierta a consulta n.° 2002-60351;
0,21g, 0,41 mmol) se disolvieron en N,N-dimetilformamida (3 ml). Tras afiadir N-hidroxisuccinimida (0,052 g,
0,45 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (0,086 g, 0,45 mmol), se agité durante 1 hora.
La solucién de reaccion se afiadié gota a gota a una solucion de N,N-dimetilformamida (2 ml) cargada con el
compuesto (0,24 g, 0,35 mmol) obtenido en el Proceso 4 anterior y trietilamina (0,078 ml, 0,45 mmol), y se agit6 a
temperatura ambiente durante 1 horas. El disolvente se eliminé a presién reducida y el residuo obtenido se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 8:2 (v/v)] para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de un solido de color amarillo palido (0,24 g, 65 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,86 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,79-1,90 (2H, m), 2,05-2,27 (2H, m), 2,36 (3H, s), 2,73-2,81
(1H, m), 2,98-3,12 (2H, m), 3,17-3,26 (1H, m), 3,35-3,42 (2H, m), 3,55-3,79 (6H, m), 4,00-4,10 (1H, m), 4,12-4,23 (2H,
m), 4,23-4,29 (2H, m), 4,45-4,55 (1H, m), 5,13-5,33 (3H, m), 5,40 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,44 (1H, d, J = 17,2 Hz), 6,53
(1H, s), 7,11-7,26 (5H, m), 7,26-7,33 (3H, m), 7,38 (2H, t, J = 7,6 Hz), 7,57 (1H, t, J = 5,9 Hz), 7,68 (2H, d, J = 7,4 Hz),
7,77 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,85 (2H, d, J = 9,0 Hz), 7,91-7,97 (1H, m), 7,98-8,05 (2H, m), 8,14 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,31-
8,26 (1H, m).

EM (CLEM) m/z: 1063 (M+H)*

Proceso 6: 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-iljcarbamoil}oxi)etil]glicinamida

El compuesto (0,24 g, 0,35 mmol) obtenido en el Proceso 5 anterior se hizo reaccionar de la misma forma que en el
Proceso 7 del Ejemplo 26 para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido
(0,12 g, 65 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,86 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,78-1,94 (2H, m), 2,06-2,27 (2H, m), 2,37 (3H, s), 2,72-2,81
(1H, m), 2,98-3,07 (1H, m), 3,12-3,17 (2H, m), 3,57-3,81 (6H, m), 4,00-4,21 (3H, m), 4,45-4,54 (1H, m), 5,15-5,35 (3H,
m), 5,41 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,45 (1H, d, J = 17,2 Hz), 6,54 (1H, s), 7,11-7,26 (6H, m), 7,32 (1H, s), 7,78 (1H, d, J =
11,0 Hz), 7,93-8,00 (1H, m), 8,03 (1H, d, J = 9,4 Hz), 8,06-8,13 (1H, m), 8,21-8,27 (2H, m), 8,30-8,36 (1H, m).

EM (CLEM) m/z: 841 (M+H)*
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Proceso 7: 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-
illcarbamoil}oxi)etillglicinamida

El compuesto (42,0 mg, 0,0499 mmol) obtenido en el Proceso 6 se hizo reaccionar de la misma forma que en el
Proceso 3 del Ejemplo 2 para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido
(38,3 mg, 74 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,12-1,23 (2H, m), 1,40-1,51 (4H, m), 1,80-1,95 (2H, m), 2,05-
2,27 (4H, m), 2,38 (3H, s), 3,43-2,40 (8H, m), 3,53-3,78 (6H, m), 4,00-4,21 (2H, m), 4,44-4,55 (1H, m), 5,17-5,36 (3H,
m), 5,43 (2H, s), 6,54 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,19 (5H, d, J = 23,9 Hz), 7,33 (1H, s), 7,78 (1H, d, J = 10,6 Hz), 7,91-8,16
(5H, m), 8,24-8,31 (1H, m). EM (IEN) m/z: 1034 (M+H)*

Proceso 8: Conjugado de farmaco-anticuerpo (41)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 7 anterior,
se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 2 del Ejemplo 6.

Concentracion de anticuerpo: 1,54 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9,2 mg (74 %), y numero promedio de moléculas
de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 3,7.

Ejemplo 42 Conjugado de farmaco-anticuerpo (42)

[Formula 68]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (42)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 7 del
Ejemplo 41, se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del
Ejemplo 7. Concentracion de anticuerpo: 1,47 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,8 mg (71 %), y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 7,0.

Ejemplo 43 Conjugado de farmaco-anticuerpo (43)

[Formula 69]
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Proceso 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-Dioxo0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoillamino}etoxi)etoxi]propanoil}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-oxoetox)metil]glicinamida

El compuesto (53,7 mg, 50,5 uymol) obtenido en el Proceso 6 del Ejemplo 26 se disolvié en N,N-dimetilformamida
(1,50 ml). Tras anadir 1,8-diazabiciclo(5.4.0)-7-undeceno (7,5 pl, 50,5 pmol), se agité a temperatura ambiente durante
30 minutos. La solucion de reaccion se cargod con p-toluenosulfonato de piridinio (14,0 mg, 5,56 umol), a continuacion
se cargo con 3-(2-(2-(3-maleinimidopropanamido)etoxi)etoxi)propanoato de N-succinimidilo (32,3 mg, 75,8 umol), y se
agitd a temperatura ambiente durante 2,25 horas. El disolvente se elimind a presion reducida y 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 en forma de un sélido de color amarillo palido
(27,1 mg, 47 %).

RMN'H (DMSO-dg) 8: 0,87 (3H, t, J = 7,0 Hz), 1,79-1,91 (2H, m), 2,18 (2H, t, J = 15,1 Hz), 2,29-2,33 (4H, m), 2,39 (3H,
s), 2,76 (1H, dd, J = 13,9, 9,2 Hz), 3,02 (1H, dd, J = 13,7, 3,9 Hz), 3,13-3,15 (2H, m), 3,44-3,46 (6H, m), 3,57-3,59 (6H,
m), 3,69-3,75 (6H, m), 4,01 (2H, s), 4,46-4,48 (1H, m), 4,63 (2H, d, J = 6,3 Hz), 5,21 (2H, s), 5,42 (2H, s), 5,60 (1H, dd,
J =135, 5,7 Hz), 6,54 (1H, s), 7,00 (2H, s), 7,17-7,24 (6H, m), 7,31 (1H, s), 7,79 (1H, d, J = 11,0 Hz), 8,00-8,02 (2H,
m), 8,13 (1H, d, J =7,8 Hz), 8,17 (1H, t, J = 6,3 Hz), 8,52 (1H, d, J = 9,0 Hz), 8,65 (1H, t, J = 6,5 Hz).

EM (IEN) m/z 1151 (M+H)*

Proceso 2: Conjugado de farmaco-anticuerpo (43)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 1, se obtuvo
el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del Ejemplo 7.

Concentracion de anticuerpo: 1,96 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 17,6 mg (88 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 5,6.

Ejemplo 44 Conjugado de farmaco-anticuerpo (44)

[FOrmula 70]
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Proceso 1: N-[(benciloxi)carbonil]glicilglicil-D-fenilalaninato deterc-butilo

N-[(benciloxi)carbonil]glicilglicina (3,00 g, 11,3 mmol) se disolvid en N,N-dimetilformamida (20,0 ml). Tras afiadir N-
hidroxisuccinimida (1,43 g, 12,4 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (2,37 g, 12,4 mmol),
se agité durante 1 hora. Una solucion de N,N-dimetilformamida (10 ml) se cargd con D-fenilalanina terc-butilo (2,74 g,
12,38 mmol) y trietilamina (1,73 ml, 12,4 mmol) se afadié gota a gota a la solucion de reaccion y se agité a temperatura
ambiente durante 2 horas. La solucién de reaccion se cargoé con diclorometano y se lavé con agua, acido clorhidrico
1 N, y una solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio, y a continuacion la capa organica se sec6 con sulfato
de sodio anhidro. El disolvente se elimind a presion reducida y el residuo obtenido se purificd 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 incoloro (4,21 g, 80 %).

RMN 'H (CDCl3) &: 1,41 (9H, s), 3,03-3,14 (2H, m), 3,86-3,97 (4H, m), 4,70-4,77 (1H, m), 5,13 (2H, s), 5,43 (1H, s a),
6,42 (1H, d, J = 10,0 Hz), 6,64-6,71 (1H, m), 7,11-7,15 (2H, m), 7,20-7,31 (4H, m), 7,31-7,38 (4H, m).

EM (CLEM) m/z: 470 (M+H)*
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Proceso 2: N-[(Benciloxi)carbonil]glicilglicil-D-fenilalanina

El compuesto (4,21 g, 8,97 mmol) obtenido en el Proceso 1 se disolvié en acetato de etilo (20 ml). tras afiadir una
solucién de acetato de etilo (20,0 ml) de cloruro de hidrégeno 4 N, se dejé durante la noche a temperatura ambiente.
El disolvente se elimind a presién reducida, a continuacion se afiadio tolueno y el disolvente se elimind a presion
reducida. El residuo obtenido se purific6 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 en forma de
un solido incoloro (1,66 g, 45 %).

RMN 'H (CDCl3) &: 2,92-3,01 (1H, m), 3,10-3,18 (1H, m), 3,65-3,81 (3H, m), 3,88-3,98 (1H, m), 4,64-4,73 (1H, m), 5,06
(2H, s), 5,87 (1H, s a), 7,10-7,37 (13H, m).

EM (CLEM) m/z: 412 (M+H)

Proceso 3: N-[(Benciloxi)carbonil]glicilglicil-D-fenilalanil-N-{[2-(benciloxi)-2-oxoetoxi]metil}glicinamida

A una solucion en dioxano (25,0 ml) del compuesto (1,25 g, 2,63 mmol) obtenido en el Proceso 1 del Ejemplo 32, se
afadieron piperidina (5,00 ml) y N,N-dimetilformamida (5,00 mmol) y se agitaron a temperatura ambiente durante 30
minutos. El disolvente se elimind a presion reducida, y el residuos obtenido se disolvio en N,N-dimetilformamida
(20,0 ml). Tras afadir el compuesto (1,20 g, 2,90 mmol) del Proceso 2 anterior y cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-
triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (1,03 g, 3,16 mmol) que contiene 16,4 % de agua, se agitd a temperatura ambiente
durante 2 horas. La solucion de reaccion se cargo con cloroformo y se lavé con agua, y a continuacion, la capa organica
se seco con sulfato de sodio anhidro. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo obtenido se purificd
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 incoloro (270 mg, 16 %).

RMN'H (DMSO-ds) &: 2,78 (1H, dd, J = 13,6, 10,0 Hz), 3,05 (1H, dd, J = 13,9, 4,2 Hz), 3,56-3,79 (6H, m), 4,15 (2H, s),
4,47-4,54 (1H, m), 4,63 (2H, d, J = 6,7 Hz), 5,03 (2H, s), 5,15 (2H, s), 7,14-7,39 (15H, m), 7,50 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,02
(1H,t,J = 5,4 Hz), 8,16 (1H, d, J = 7,9 Hz), 8,34 (1H, t, J = 6,0 Hz), 8,60 (1H, t, J = 7,0 Hz).

EM (CLEM) m/z: 648 (M+H)*

Proceso 4: Glicilglicil-D-fenilalanil-N-[(carboximetoxi)metil]glicinamida

El compuesto (200 mg, 0,31 mmol) obtenido en el Proceso 3 anterior se disolvido en N,N-dimetilformamida (5,0 ml).
Tras afiadir catalizador de paladio sobre carbono al 5 % (0,12 g), se agit6 en atmdsfera de hidrégeno a temperatura
ambiente durante 9 horas. La solucidn de reaccion se filtrd a través de Celite, y el residuo se lavd con un disolvente
mixto de agua y N,N-dimetilformamida. El filirado y el lavado se combinaron, y el disolvente se elimind a presion
reducida para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un solido incoloro (0,15 g, cuantitativo).

RMN'H (DMSO-de) : 2,85 (1H, dd, J = 13,3, 9,7 Hz), 3,08 (1H, dd, J = 13,9, 5,4 Hz), 3,43-3,52 (4H, m), 3,62-3,89 (7H,
m), 4,36-4,44 (1H, m), 4,58-4,67 (2H, m), 7,12-7,29 (5H, m), 8,44 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,67 (1H, d, J = 7,3 Hz), 8,78 (1H,
t,J =5,4 Hz), 8,91 (1H, s a).

EM (CLEM) m/z: 424 (M+H)*

Proceso 5: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-D-fenilalanil-N-
[(carboximetoxi)metil]glicinamida

El compuesto (0,15 g, 0,35 mmol) obtenido en el Proceso 4 anterior se disolvié en N,N-dimetilformamida (10 ml). Tras
afnadir hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (0,11 g, 0,35 mmol), se agit6é a temperatura ambiente durante 1 hora.
La solucion de reaccion se cargé con cloroformo y se lavé con agua, y a continuacion, la capa organica se secé con
sulfato de sodio anhidro. El disolvente se elimind a presion reducida y el residuo obtenido se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice [cloroformo - capa organica repartida de cloroformo: metanol: agua = 7:3:1
(v/viv)] para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido incoloro (41 mg, 26 %).

RMN'H (DMSO-dg) &: 1,13-1,24 (2H, m), 1,42-1,53 (4H, m), 2,12 (2H, t, J = 7,3 Hz), 2,82 (1H, dd, J = 13,9, 10,0 Hz),
3,09 (1H, dd, J = 13,9, 4,8 Hz), 3,17 (2H, d, J = 4,2 Hz), 3,47-3,89 (8H, m), 4,08-4,14 (1H, m), 4,41-4,49 (1H, m), 4,58-
4,69 (2H, m), 7,00 (2H, s), 7,14-7,27 (5H, m), 8,31 (1H, t, J = 6,0 Hz), 8,39 (1H, s a), 8,55 (2H, s a), 8,93 (1H, s a).
EM (CLEM) m/z: 615 (M-H)

Proceso 6: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoillglicilglicil-D-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)metil]glicinamida

A una solucion en N,N-dimetilformamida (10 ml) de la sal de exatecano del acido metanosulfonico (22 mg,
0,388 mmol), se afadieron trietilamina (5,42 yl, 0,388 mmol), el compuesto (29 mg, 0,466 mmol) obtenido en el
Proceso 5 anterior, y cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (19 mg, 0,686 mmol) que contenia
16,4 % de agua a 0 °C y se agitaron a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente en la solucion de reaccién
se elimind a presioén reducida, y a continuacion, 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/v)] para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de un solido de color amarillo palido (26 mg, 65 %).

RMN'H (DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,12-1,22 (2H, m), 1,40-1,51 (4H, m), 1,79-1,92 (2H, m), 2,09 (2H, t, J
=7,6 Hz), 2,13-2,23 (2H, m), 2,39 (3H, s), 2,78 (1H, dd, J = 13,6, 9,4 Hz), 2,98-3,05 (1H, m), 3,13-3,23 (2H, m), 3,54-
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3,78 (8H, m), 4,02 (2H, s), 4,41-4,50 (1H, m), 4,61-4,66 (2H, m), 5,21 (2H, s), 5,42 (2H, s), 5,56-5,64 (1H, m), 6,53
(1H, s), 6,99 (2H, s), 7,14-7,27 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,79 (1H, d, J = 10,9 Hz), 8,01 (1H, t, J = 5,4 Hz), 8,07 (1H, t, J =
5,7 Hz), 8,14 (1H, d, J = 7,9 Hz), 8,31 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,53 (1H, d, J = 9,1 Hz), 8,63 (1H, t, J = 6,3 Hz).

EM (CLEM) m/z: 1034 (M+H)*

Proceso 7: Conjugado de farmaco-anticuerpo (44)

Utilizando el trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Proceso 6 anterior,
se obtuvo el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo de la misma manera que en el Proceso 1 del Ejemplo 7.
Concentracion de anticuerpo: 1,87 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 16,8 mg (84 %), y numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo: 6,1.

Ejemplo 45 Intermedio (45)

[Foérmula 71]

NH
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Proceso 1: 2-{[( 1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-2-oxoetil)carbamato deterc-butilo

A una solucion en diclorometano (3,00 ml) de N-(terc-butoxicarbonil)-glicina (0,395 g, 2,26 mmol), se afadieron N-
hidroxisuccinimida (0,260 g, 2,26 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (0,433 mg,
2,26 mmol) y se agitaron a temperatura ambiente durante 1 hora. se afiadié esta solucién a una solucion consistente
en una sal de exatecano del acido metanosulfénico (1,00 g, 1,88 mmol) y trietilamina (0,315 ml, 2,26 mmol), y N,N-
dimetilformamida (3.00 ml) y se agitd a temperatura ambiente durante 16,5 horas. La solucién de reaccion se diluy6
con cloroformo y se lavd con una solucion de &cido citrico al 10 %, y a continuacion, la capa organica se sec6 con
sulfato de sodio anhidro. El disolvente se elimind 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 solido de color amarillo (1,16 g, 99 %).

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,86 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,30 (9H, s), 1,81-1,89 (2H, m), 2,09-2,21 (2H, m), 2,38 (3H,
s), 3,15-3,17 (2H, m), 3,55-3,56 (2H, m), 5,15 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,23 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,41 (2H, s), 5,55-5,56
(1H, m), 6,53 (1H, s), 6,95 (1H, t, J = 5,5 Hz), 7,28 (1H, s), 7,77 (1H, d, J = 11,0 Hz), 8,39 (1H, d, J = 8,6 Hz).

EM (CLEM) m/z: 593 (M+H)*

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

El compuesto (0,513 g, 1,01 mmol) 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 sélido de color amarillo (0,463 g,
93 %).

RMN'H (400 MHz, CDs;0OD) &: 0,96 (3H, t, J = 7,0 Hz), 1,89-1,91 (2H, m), 2,14-2,16 (1H, m), 2,30 (3H, s), 2,40-2,42
(1H, m), 3,15-3,21 (2H, m), 3,79-3,86 (2H, m), 4,63-4,67 (1H, m), 5,00-5,05 (1H, m), 5,23 (1H, d, J = 16,0 Hz), 5,48
(1H, d, J = 16,0 Hz), 5,62-5,64 (1H, m), 7,40-7,45 (2H, m).

EM (CLEM) m/z: 493 (M+H)*

Ejemplo 46 Conjugado de farmaco-anticuerpo (46)

[Formula 72]
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Trastuzumab
——- N

Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (46)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg™ cm-" ). La solucion
(50 ml) se introdujo en un matraz Erlenmeyer de policarbonato de 125 ml, cargado con una soluciéon acuosa de
hidrogenofosfato dipotasico 1 M a temperatura ambiente (0,750 ml) con agitacién mediante agitador magnético, y a
continuacién se cargé con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (1,857 ml; 5,4 equivalentes por molécula de
anticuerpo). Tras confirmar que la solucién tenia un pH de 7,0 + 0,1, la agitacion se finalizd, y 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 el enlazador de farmaco: Después de enfriar la solucion anterior a 15 °C, una
solucién de DMSO que contenia 10 mM del compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26 (2,958 ml; 8,6 equivalentes por
molécula de anticuerpo) se afiadieron gradualmente gota a gota al anterior. A 15 °C, la solucion de reaccion se agitd
durante los primeros 30 minutos y se incubd sin agitacion para conjugar el enlazador de farmaco al anticuerpo durante
1 hora mas. A continuacioén, una solucion acuosa (0,444 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC
100 mM se afadieron a lo anterior con agitacion y se agité a temperatura ambiente para terminar la reactividad de los
enlazadores de farmaco sin reaccionar durante 20 minutos mas.

Purificacion: Afadiendo gradualmente una solucion acuosa de acido acético al 20 % (aproximadamente 0,25 ml) y
ABS (50 ml) a la solucién anterior con agitacion, se ajusté el pH del filtrado a 5,5+ 0,1. Esta solucién se sometié a
microfiltracion (Millipore Corp., filtro Millex-HV, 0,45 um, membrana PVDF) para eliminar la materia blanquecina. Este
filtrado se sometié a purificacion mediante ultrafiltracién usando un aparato de ultrafiltracion compuesto por una
membrana de ultrafiltracion (Merck Japan, Pellicon XL Cassette, Ultracell 50 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 afiadié gota a gota (un total de 800 ml) como solucion
tampodn para purificacion a la solucién 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 solucion
tampon con ABS, y concentrando ademas la solucion. La solucion purificada obtenida se sometié a microfiltracion
(0,22 ym (Millipore Corp., filtro Millex-GV, membrana PVDF) y 0,10 ym (Millipore Corp., filtro Millex-VV, membrana
PVDF )) para proporcionar 42.5 ml de una solucion que contenia el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo.
Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos generales E y F (se usaron €p 280 = 5178 (valor
medido), y €p370 = 20217 (valor medido)), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 10,4 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 442 mg (88,5 %), numero promedio de
moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general E: 6,0, y
numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el
Procedimiento general F: 7,5.

Ejemplo 47 Conjugado de farmaco-anticuerpo (47)

[FOrmula 73]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (47)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg™ cm-" ). La solucion
(15 ml) se colocé en un tubo de polipropileno y se cargdé con una solucion acuosa de TCEP 10 mM (0,567 ml; 5,5
equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solucion acuosa de hidrogenofosfato dipotasico 1 M (0,225 ml). Tras
confirmar 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 incubacion a 37 °C durante 2 hora. Conjugacion entre el anticuerpo y el enlazador de farmaco: Tras afadir
DMSO (0,146 ml) y una solucion de DMSO que contenia 10 mM del compuesto en el Proceso 8 del Ejemplo 26
(0,928 ml; 9,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) a la solucién anterior a temperatura ambiente, esta se incubd
para conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 15 °C durante 30 minutos. A continuacion, una solucién
acuosa (0,133 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se afiadieron a lo anterior y se
agitaron a temperatura ambiente para terminar la reactividad de los enlazadores de farmaco sin reaccionar durante 20
minutos mas.

Purificacion: La solucion anterior se sometioé a purificacion usando el Procedimiento general D (se usé ABS como
solucién tampén) para proporcionar 49 ml de una solucién que contiene el compuesto de interés.

Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento general E (se usaron €p 280 = 5178, y €p 370 = 20217),
se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 2,91 mg/ml, rendimiento de
anticuerpo: 143 mg (95 %), y numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo:
6,2.

Ejemplo 48 Conjugado de farmaco-anticuerpo (48)

[Formula 74]

Proceso 1
Trastuzumab
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (48)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg cm-" ). La solucion
(280 ml) se introdujo en un matraz Erlenmeyer de policarbonato de 1000 ml, cargado con una soluciéon acuosa de
hidrogenofosfato dipotasico 1 M a temperatura ambiente (4,200 ml) con agitacién mediante agitador magnético, y a
continuacién se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (10,594 ml; 5,5 equivalentes por molécula de
anticuerpo). Tras confirmar que la solucién tenia un pH de 7,4 + 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 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y el enlazador de farmaco: Después de enfriar la solucion anterior a 15 °C, una
solucion de DMSO que contenia 10 mM del compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26 (17,335 ml; 9,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) se afadieron gradualmente gota a gota al anterior. La solucién de reaccién se agité para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 15 °C durante 30 minutos. A continuacion, una solucién acuosa
(2,485 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se afiadieron a lo anterior con agitacion y
se agitd a temperatura ambiente para terminar la reactividad de los enlazadores de farmaco sin reaccionar durante 20
minutos mas.

Purificacion: Afadiendo gradualmente una solucion acuosa de acido acético al 20 % (aproximadamente 1,4 ml) y ABS
(280 ml) a la solucién anterior con agitacion, se ajusto el pH del filtrado a 5,5+ 0,1. Esta solucién se sometio a
microfiltracion (0,45 ym, membrana de PVDF) para la materia blanquecina y proporcionar aproximadamente 600 mi
de un filtrado. Este filtrado se sometié a purificacion mediante ultrafiltracion usando un aparato de ultrafiltracion
compuesto por una membrana de ultrafiltracion (Merck Japan, Pellicon XL Cassette, Ultracell 50 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 afadi6 gota a gota (un total de
4800 ml) como solucién tampdn para purificacion a la solucidon 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 solucion tampoén con ABS, y concentrando ademas la solucion. La solucién obtenida y
purificada se sometié a microfiltracién (dos veces 0,22 um y 0,10 ym, membrana de PVDF) para dar 70 ml de una
solucién que contenia el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento general E (se usaron €p 280 = 5178, y €p 370 = 20217),
se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 35,96 mg/ml, rendimiento de
anticuerpo: 2517 mg (90 %), y nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo:
6,2.

Ejemplo 49 Conjugado de farmaco-anticuerpo (49)

[FOrmula 75]
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Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (49)

Reduccion del anticuerpo: El trastuzumab producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml sustituyendo el medio con PBS6.0/EDTA utilizando el Procedimiento general
C-1 y el procedimiento general B (se utilizo como coeficiente de extincion a 280 nm, 1,48 mimg cm-" ). La solucion
(280 ml) se introdujo en un matraz Erlenmeyer de policarbonato de 1000 ml, se cargd con una soluciéon acuosa de
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hidrogenofosfato dipotasico 1 M a temperatura ambiente (4,200 ml) con agitacién mediante agitador magnético, y a
continuacién se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (10,594 ml; 5,5 equivalentes por molécula de
anticuerpo). Tras confirmar que la solucién tenia un pH de 7,0 + 0,1, la agitacion se finalizd, y el enlace disulfuro en la
parte de la bisagra del anticuerpo se redujo mediante incubacion a 37 °C durante 2 hora.

Conjugacion entre el anticuerpo y el enlazador de farmaco: Después de enfriar la solucion anterior a 15 °C, una
solucion de DMSO que contenia 10 mM del compuesto del Proceso 8 del Ejemplo 26 (17,335 ml; 9,0 equivalentes por
molécula de anticuerpo) se afadieron gradualmente gota a gota al anterior. La solucién de reaccién se agité para
conjugar el enlazador de farmaco con el anticuerpo a 15 °C durante 30 minutos. A continuacion, una solucién acuosa
(2,485 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se afiadieron a lo anterior con agitacion y
se agité a temperatura ambiente para terminar la reactividad de los enlazadores de farmaco sin reaccionar durante 20
minutos mas.

Purificacion: Afadiendo gradualmente una solucion acuosa de acido acético al 20 % (aproximadamente 1,4 ml) y ABS
(280 ml) a la solucidon anterior con agitacion, se ajusto el pH del filtrado a 5,5+ 0,1. Esta solucién se sometio a
microfiltracion (0,45 ym, membrana de PVDF) para la materia blanquecina y proporcionar aproximadamente 600 mi
de un filtrado. Este filtrado se sometié a purificacion 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 afadi6 gota a gota (un total de
4800 ml) como solucién tampdn para purificacion a la solucion 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 soluciéon tampoén con ABS, y concentrando ademas la solucion. La solucién obtenida y
purificada se sometié a microfiltracién (dos veces 0,22 ym y 0,10 ym, membrana de PVDF) para dar 130 ml de una
solucién que contenia el conjugado de farmaco-anticuerpo del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso del Procedimiento general E (se usaron €p 280 = 5178, y €p 370 = 20217),
se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos. Concentracion de anticuerpo: 21,00 mg/ml, rendimiento de
anticuerpo: 2730 mg (97,5 %), y ndmero promedio de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de
anticuerpo: 6,3.

Ejemplo 50 Conjugado de farmaco-anticuerpo (50)
Proceso 1: Conjugado de farmaco-anticuerpo (50)

Los conjugados de farmaco-anticuerpo (47), (48), y (49) producidos en los Ejemplos 47, 48, y 49 se mezclaron (243 ml)
y se cargaron adicionalmente con ABS (39,75 ml) para dar 283 ml de una solucién que contenia el conjugado de
farmaco-anticuerpo del titulo. Caracterizacion fisicoquimica: Mediante el uso de los Procedimientos generales E y F
(se usaron €p 280 = 5178, y €p 370 = 20217), se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracion de anticuerpo: 20,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5655 mg, numero promedio de moléculas de
farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general E: 6,3, y nimero promedio
de moléculas de farmaco conjugadas (n) por molécula de anticuerpo, medido segun el Procedimiento general F: 7,8.

Ejemplo de evaluacion 1 Efecto inhibidor del crecimiento celular (1) del conjugado de farmaco-anticuerpo

La linea de células KPL-4 de cancer de mama humano de células positivas para el antigeno de HER2 (Dr. Junichi
Kurebayashi, Kawasaki Medical School, British Journal of Cancer, (1999) 79 (5/6). 707-717) o la linea MCF7 de cancer
de mama humano de células negativas para el antigeno (European Collection of Cell Cultures; ECACC) se cultivd en
medio RPMI1640 (GIBCO) que contenia 10 % de suero de feto de bovino (MOREGATE) (a partir de ahora en el
presente documento, denominado medio). La linea KPL-4 o la MCF7 se preparo para tener una concentracion de 2,5
x 10* células/ml utilizando el medio, afiadido a una concentracion de 100 pl/pocillo a una microplaca de 96 pocillo para
el cultivo de células, y se cultivé durante la noche.

Al dia siguiente, trastuzumab o el conjugado de farmaco-anticuerpo diluido en 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM,
0,32 nM, y 0,064 nM utilizando el medio, se afiadié a una concentracion de 10 pl/pocillo a la microplaca. Se afiadi6 el
medio a una concentracién de 10 pl/pocillo a pocillos no suplementados con anticuerpo. Las células se cultivaron en
COzal 5% a 37 °C durante 5 a 7 dias. Después del cultivo, la microplaca se extrajo de la incubadora y se dejé reposar
a temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucion de cultivé se cargd con una cantidad equivalente del ensayo
de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega) y se agité. Después, se dejoé reposar la microplaca a
temperatura ambiente durante 10 minutos, se midi6 la intensidad de la luminiscencia de cada pocillo usando un lector
de placas.(PerkinElmer). Se calcul6 el valor de la Clso de acuerdo con la ecuacion siguiente:

Clso (nM) = antilog ((50 - d) x (LOG1o (b) - LOG1 (a)) / (d - c) + LOG1p (b))

a: Concentracion de la muestra a
b: Concentracién de la muestra b
c: Viabilidad celular de la muestra a
d: Viabilidad celular de la muestra b
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Se calculd la viabilidad celular en cada concentracion de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Viabilidad celular (%) =a /b x 100

a: Intensidad de la luminiscencia promedio de los pocillos de muestras (n = 2)
b: Intensidad de la luminiscencia promedio de los pocillos no suplementados con anticuerpo (n = 10)

Los conjugados de farmaco-anticuerpo (2), (3), (5), (7), (10), (12), (13), (16), (18), (40), y (42) presentaron un efecto
inhibidor del crecimiento celular de la Clso < 0,1 (nM) frente a las células KPL-4.

Los conjugados de farmaco-anticuerpo (4), (6), (9), (15), (17), (21), (22), (25), (36), (37), (39), (41), y (43) presentd un
efecto inhibidor del crecimiento celular de 0,1 < Clsp < 1 (nM) frente a las células.

Los conjugados de farmaco-anticuerpo (20), (24), y (27) presentd un efecto inhibidor del crecimiento celular de 1 <
Clso < 100 (nM) frente a las células. Ninguno de los conjugados de farmaco-anticuerpo (19) o (26) presenté un efecto
inhibidor del crecimiento celular frente a las células (> 100 (nM)).

Por otra parte, Los conjugados de farmaco-anticuerpo (5), (13), y (43) presentaron un efecto inhibidor del crecimiento
celular de 1 < Clsp < 100 (nM) frente a las células MCF7, mientras que ninguno de los conjugados de farmaco-
anticuerpo (2), (3), (4), (6), (7), (9), (10), (12), (15), (16), (17), (18), (25), (26), (27), (39), (40), (41), (42), y (44) presentd
un efecto inhibidor del crecimiento celular de (> 100 (nM) frente a las células.

Trastuzumab no presentoé un efecto inhibidor del crecimiento celular frente a las células KPL-4 ni frente a las células
MCF7 (> 100 (nM)).

Ejemplo de evaluacion 2 Ensayo antitumoral (1)

Ratoén: Ratones alotimicos hembra 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
soélido esterilizado (FR-2, Funabashi Farms Co., Ltd) y se les proporciond agua corriente esterilizada (preparada
mediante la adicion de 5 a 15 ppm de solucion 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-15CX, Mitutoyo Corp.), y se calcul6 el volumen tumoral (mm?3).
La expresion de calculo es como se muestra a continuacion.

Volumen tumoral (mm?3) = 1/2 x Eje mayor (mm) x [Eje menor (mm)]?

Todos los conjugados de farmaco-anticuerpo y el anticuerpo se diluyeron con solucion salina fisiolégica (Otsuka
Pharmaceutical Factory, Inc.) y se usaron a un volumen de 10 ml/kg para la administracion intravenosa en la vena de
la cola de cada raton.

Las células KPL-4 se suspendieron en solucion salina fisiologica, y 1,5 x 107 células se trasplantaron por via
subcutanea al lado derecho del cuerpo de cada ratén alotimico hembra (Dia 0), y los ratones se agruparon
aleatoriamente en el dia 15. El conjugado de farmaco-anticuerpo (27), o el anticuerpo trastuzumab dirigido contra
HER2 (Ejemplo de referencia 1) para un grupo de control se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg
en la vena de la cola de cada ratéon en los Dias 15 y 22. Un grupo sin tratar se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 3. La administracion de trastuzumab inhibio el crecimiento tumoral, mientras
que la administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo (27) produjo un efecto inhibidor del crecimiento tumoral
mas significativo. En el dibujo, la abscisa representa graficamente el nimero de dias tras la inoculacién del tumor, y
la ordenada representa graficamente el volumen tumoral. Ademas, los ratones que recibieron trastuzumab o el
conjugado de farmaco-anticuerpo (27) estuvieron exentos de signos notables tales como la pérdida de peso,
sugiriendo que el conjugado de farmaco-anticuerpo (27) en muy seguro. En los Ejemplos de evaluacion siguientes con
respecto al ensayo antitumoral, el ensayo se llevd a cabo mediante el procedimiento usado en este Ejemplo de
evaluacion, a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplo de evaluacion 3 Ensayo antitumoral (2)

células de la linea NCI-N87 de cancer gastrico humano adquiridas de la ATCC (American Type Culture Collection) se
suspendieron en solucién salina fisiologica, y 1 x 107 células se trasplantaron por via subcutanea al lado derecho del
cuerpo de cada ratén alotimico hembra (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente en el Dia 7. El conjugado
de farmaco-anticuerpo (8) o (28), o trastuzumab emtansina (Ejemplo de referencia 2) se administré por via intravenosa
a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada ratén en el Dia 7. Un grupo sin tratar se establecié como grupo
de control.

Los resultados se muestran en la Figura 4. Se confirmé que los conjugados de farmaco-anticuerpo (8) y (28) tenian
un fuerte efecto antitumoral con una regresion del tumor equivalente a la de trastuzumab emtansina . Ademas, se
encontré que la administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo (8) o (28), o trastuzumab emtansina estaba
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exenta de la pérdida de peso de los ratones.
Ejemplo de evaluacion 4 Ensayo antitumoral (3)

Células de la linea JIMT-1 de cancer de mama humano adquiridas de (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH) se suspendieron en solucion salina fisiolégica y 3 x 108 células se trasplantaron por via subcutanea
al lado derecho del cuerpo de cada ratén alotimico hembra (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente en el
Dia 12. El conjugado de farmaco-anticuerpo (8), (29), o (30), trastuzumab, o trastuzumab emtansina se administro
por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada raton los Dias 12 y 19. Un grupo de
administracion de solucion salina fisiologica se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 5. La administracion de trastuzumab o trastuzumab emtansina no inhibe el
crecimiento del tumor JIMT-1. Por otra parte, La administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo (8), (29), o (30)
inhibié el crecimiento del tumor. Ademas, La administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo (8), (29), o (30),
trastuzumab, o trastuzumab emtansina se encontré que estaba exenta de la pérdida de peso de los ratones.

Ejemplo de evaluacion 5 Efecto inhibidor del crecimiento celular (2) del conjugado de farmaco-anticuerpo

Se cultivo la linea Calu-3 (ATCC) de cancer de pulmoén no microcitico humano en medio esencial minimo de Eagle
(GIBCO) que contenia 10 % de suero de feto de bovino (MOREGATE) (a partir de ahora en el presente documento,
denominado medio MEM).

La linea NCI-N87 (ATCC) de cancer gastrico humano o la linea MKN-45 (Health Science Research Resources Bank)
de cancer gastrico humano se cultivo en medio RPMI1640 (GIBCO) que contenia 10 % de suero de feto de bovino (a
partir de ahora en el presente documento, denominado medio RPMI).

La linea MDA-MB-453 (ATCC) de cancer de mama humano o la linea MDA-MB-468 (ATCC) de cancer de humano se
cultivd en medio L-15 de Leibovitz (GIBCO) que contenia 10 % de suero de feto de bovino (a partir de ahora en el
presente documento, denominado medio de Leibovitz).

Entre estos 5 tipos de lineas de células, Calu-3, NCI-N87, y MDA-MB-453 son células positivas para HER2, y MKN-
45 y MDA-MB-468 son células negativas para HER2.

Calu-3, NCI-N87, o MKN-45 se preparo para tener una concentracion de 4 x 10* células/ml utilizando medio MEM o
medio RPMI, afiadido a una concentracién de 25 pl/pocillo a una microplaca de 96-pocillos por cultivo de células
cargado con 65 pl/pocillo de un medio, y se cultivé durante la noche en CO; al 5 % a 37 °C. También, MDA-MB-453 o
MDA-MB-468 se preparé para tener una concentracion de 4 x 10* células/ml utilizando el medio de Leibovitz, afiadido
a una concentracion de 25 pl/pocillo a una microplaca de 96-pocillo por cultivo de células cargado con 65 pl/pocillo, y
se cultivd durante la noche a 37 °C sin ajustar la concentracion de CO..

Al dia siguiente, la sustancia de ensayo diluida en 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM, 0,32 nM, y 0,064 nM
utilizando el medio RPMI o el medio de Leibovitz, o se afiadid el medio RPMI o el medio de Leibovitz a una
concentracion de 10 pl/pocillo a la microplaca. Las células se cultivaron en CO; al 5 % a 37 °C o a 37 °C sin ajustar la
concentracion de CO; durante 6 dias.

Para Calu-3, NCI-N87 y MDA-MB-468, el conjugado de farmaco-anticuerpo (46) se afadié como la sustancia de
ensayo. Para las otras células, el conjugado de farmaco-anticuerpo (50) se afiadié como la sustancia de ensayo.
Después del cultivo, la microplaca se extrajo de la incubadora y se dej6 reposar a temperatura ambiente durante 30
minutos. La solucién de cultivo se cargd con una cantidad equivalente de ensayo de viabilidad celular luminiscente
CellTiter-Glo (Promega) y se agité usando un mezclador de placas para lisar completamente las células. Después, se
dejo reposar la microplaca a temperatura ambiente durante 10 minutos, se midio la intensidad de la luminiscencia
usando un lector de placas.

Se calculd la viabilidad celular de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Viabilidad celular (%) =a /b x 100

a: Intensidad de la luminiscencia promedio de los pocillos suplementados con sustancia de ensayo
b: Intensidad de la luminiscencia promedio de los pocillos suplementados con medio

Se calculé el valor de la Clsp de acuerdo con la ecuacion siguiente:
Clso (nM) = antilog ((50 - d) x (LOG1¢ (b) - LOG+ (a)) / (d - c) + LOG10 (b))

a: Concentracion a de la sustancia de ensayo
b: Concentracion b de la sustancia de ensayo
c: Viabilidad celular suplementada con la sustancia de ensayo que tiene la concentracion a
d: Viabilidad celular suplementada con la sustancia de ensayo que tiene la concentracion b
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Las concentraciones a y b establecen la relacién a > b cruzando el 50 % de la viabilidad celular.

El conjugado de farmaco-anticuerpo (46) presentd un efecto de inhibicion del crecimiento celular de la Clsg < 1 (nM)
frente a las lineas de células Calu-3 y NCI-N87 positivas para HER2. Por otra parte, el conjugado de farmaco-
anticuerpo (46) no presentd efecto inhibidor del crecimiento celular frente a las células MDA-MB-468(> 100 (nM))
negativas para HER2.

El conjugado de farmaco-anticuerpo (50) presentd un efecto de inhibicion del crecimiento celular de la Clso < 1 (nM)
frente a las lineas de células MDA-MB-453 positivas para HER2. Por otra parte, el conjugado de farmaco-anticuerpo
(50) no presentd efecto inhibidor del crecimiento celular frente a las células MKN-45(> 100 (nM)) negativas para HER2.

Ejemplo de evaluacion 6 Ensayo antitumoral (4)

células de la linea Capan-1 (ATCC) de cancer de pancreas humano que expresaban débilmente HER2 se
suspendieron en solucion salina fisiologica, y 4 x 107 células se trasplantaron por via subcutanea al lado derecho del
cuerpo de cada ratén alotimico hembra para generar el tumor sélido Capan-1. Posteriormente, este tumor sélido se
mantuvo en varios pases mediante el trasplante a ratones alotimicos hembra y se uso en este ensayo. Una seccion
tumoral del tumor sélido se trasplantd por via subcutanea al lado derecho del cuerpo de cada ratén alotimico hembra
(Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente en el dia 20.

El conjugado de farmaco-anticuerpo (31), trastuzumab, o trastuzumab emtansina se administro por via intravenosa a
una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada ratén en el Dia 20. Un grupo de administracion de solucién salina
fisiolégica se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 6. La administracion de trastuzumab o trastuzumab emtansina no inhibe el
crecimiento del tumor Capan-1. Por el contrario, la administracién del conjugado de farmaco-anticuerpo (31) inhibio el
crecimiento del tumor, demostrando que el conjugado de farmaco-anticuerpo (31) es eficaz para incluso un tumor con
expresion baja de HER2. El conjugado de farmaco-anticuerpo (31) no inhibe el crecimiento del tumor de la linea GCIY
de cancer gastrico que no expresa HER2.

Como para la expresion de HER2 en el tumor, sobre la base de los resultados de medicion de la tincidon
inmunohistoquimica descritos en la 32 edicidon de las directrices para los ensayos con HER2 (desarrollados por el
Japanese Pathology Board for Optimal Use of Trastuzumab, The Japanese Society of Pathology), se llevd a cabo la
clasificacion de tal manera que la puntuacion de 3+ indica: alta expresion, 2+: expresion moderada, y 1+: expresion
baja. Incluso si la puntuacioén fuera 0 en este procedimiento de medicion, en el tumor se encuentran células positivas
para HER2 mediante otros procedimientos de medicién tales como el procedimiento de mediciéon que utiliza un
citdbmetro de flujo se clasificé como tumor de expresion baja.

Ejemplo de evaluacion 7 Ensayo antitumoral (5)

células de la linea NCI-N87 de cancer gastrico humano adquiridas de la ATCC se suspendieron en solucién salina
fisiologica, y 1 x 107 células se trasplantaron por via subcutanea al lado derecho del cuerpo de cada raton alotimico
hembra (Dia 0), y los ratones se agruparon aleatoriamente en el Dia 6. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50) se
administro por via intravenosa a una dosis de 0,3, 1,3, o 10 mg/kg en la vena de la cola de cada raton en el Dia 6. Un
grupo de administracion de solucién de tampon acetato se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 7. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50) presentd un efecto antitumoral
dependiente de la dosis. Ademas, se encontré que la administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo o (50)
estaba exenta de la pérdida de peso de los ratones.

Ejemplo de evaluacion 8 Ensayo antitumoral (6)
Este ensayo se llevo a cabo mediante el siguiente procedimiento.

Raton: ratones alotimicos hembra de 6 a 12 semanas de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) se sometieron
al experimento.

Ensayo y calculo de la expresion: el eje mayor y el eje menor del tumor se midieron dos veces a la semana mediante
el uso de un calibre digital electrénico, y se calculd el volumen del tumor (mm?3). La expresién de célculo es como se
muestra a continuacion.

Volumen tumoral (mm?3) = 0,52 x Eje mayor (mm) x [Eje menor (mm)]?

El conjugado de anticuerpo farmaco, trastuzumab, y trastuzumab emtansina se diluyeron con una solucién de tampén
acetato y se utilizaron a un volumen de 10 mil/kg para la administracion intravenosa en la vena de la cola de cada
raton.

Se uso en este ensayo un tumor (ST225; South Texas Accelerated Research Therapeutics (START)) extirpado de un
paciente con cancer de mama y mantenido en varios pases mediante trasplante a ratones alotimicos hembra. Este
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tumor expres6 moderadamente HER2 (que recibié una puntuacion de 2+ en la tincion inmunohistoquimica.

Una seccion tumoral del tumor sélido se trasplantd por via subcutanea al lado del cuerpo de cada ratén alotimico
hembra, y los ratones se agruparon aleatoriamente cuando el volumen del tumor alcanzé 100 a 300 mm?. Los datos
de agrupamiento se definieron como Dia 0. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50), trastuzumab, o trastuzumab
emtansina se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada ratéon en el Dia 0.
Un grupo de administracion de solucion de tampdén acetato se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 8. La administracion de trastuzumab no inhibe el crecimiento del tumor ST225
de cancer de mama que expresa moderadamente HER2. Por el contrario, la administracion de trastuzumab emtansina
o del conjugado de farmaco-anticuerpo (50) inhibié de forma notable el crecimiento del tumor.

Ejemplo de evaluacion 9 Ensayo antitumoral (7)

Se uso en este ensayo el tumor (ST910; START) extirpado de un paciente con cancer de mama y mantenido en varios
pases mediante el trasplante a ratones alotimicos hembra. Este tumor expres6 moderadamente HER2 (que recibid
una puntuacion de 1+ en la tincién inmunohistoquimica.

Una seccion tumoral del tumor sélido se trasplantd por via subcutanea al lado del cuerpo de cada ratén alotimico
hembra, y los ratones se agruparon aleatoriamente cuando el volumen del tumor alcanzo 100 a 300 mm?. Los datos
de agrupamiento se definieron como Dia 0. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50), trastuzumab, o trastuzumab
emtansina se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada ratén en el Dia 0.
Un grupo de administracion de solucion de tampdén acetato se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 9. La administracion de trastuzumab o trastuzumab emtansina no inhibe el
crecimiento del tumor ST910 de cancer de mama que expresa moderadamente HER2. Por el contrario, la
administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo (50) inhibié de forma notable el crecimiento del tumor,
demostrando que el conjugado de farmaco-anticuerpo (50) es eficaz para el tumor de cancer de mama exprese
moderadamente HER2. Este Ejemplo de evaluacion 9 se llevd a cabo mediante el mismo procedimiento que el Ejemplo
de evaluacion 8.

Ejemplo de evaluacion 10 Ensayo antitumoral (8)

Este ensayo se llevd a cabo mediante el siguiente procedimiento. Los Ejemplos de evaluacién 11 a 13 se llevaron
también a cabo mediante este procedimiento.

Raton: ratones alotimicos hembra de 5 a 8 semanas de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) se sometieron
al experimento.

Ensayo y calculo de la expresion: el eje mayor y el eje menor del tumor se midieron dos veces a la semana mediante
el uso de un calibre digital electronico, y se calculd el volumen del tumor (mm?3). La expresién de célculo es como se
muestra a continuacion.

Volumen tumoral (mm?3) = 0,52 x Eje mayor (mm) x [Eje menor (mm)]?

El conjugado de anticuerpo farmaco, trastuzumab, y trastuzumab emtansina se diluyeron con una solucién de tampén
acetato y se utilizaron a un volumen de 10 ml/kg para la administracion intravenosa en la vena de la cola de cada
raton.

Se us6 en este ensayo el tumor (CTG-0401; Champions Oncology Inc.) extirpado de un paciente con cancer colorrectal
y mantenido en varios pases mediante el trasplante a ratones alotimicos hembra. Este tumor expreso de forma baja o
moderada HER2 (que recibi6 una puntuacion de 1+ o 2+ en la tinciéon inmunohistoquimica.

Una seccion tumoral del tumor sélido se trasplantd por via subcutanea al lado izquierdo del cuerpo de cada ratén
alotimico hembra, y los ratones se agruparon aleatoriamente cuando el volumen del tumor alcanzé 100 a 300 mm?.
Los datos de agrupamiento se definieron como Dia 0. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50), trastuzumab, o
trastuzumab emtansina se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada raton
en el Dia 0. Un grupo de administracion de solucion de tampon acetato se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 10. La administracion de trastuzumab o trastuzumab emtansina no inhibe el
crecimiento del tumor CTG-0401 de cancer colorrectal que expresa de forma baja o moderada HER2. Por el contrario,
la administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo (50) inhibié de forma notable el crecimiento del tumor.

Ejemplo de evaluacion 11 Ensayo antitumoral (9)

Se uso en este ensayo el tumor (CTG-0860; Champions Oncology Inc.) extirpado de un paciente con cancer de pulmén
no microcitico y mantenido en varios pases mediante el trasplante a ratones alotimicos hembra. Este tumor expresé
moderadamente HER2 (que recibié una puntuacion de 2+ en la tincién inmunohistoquimica.
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Una seccion tumoral del tumor sélido se trasplantd por via subcutanea al lado izquierdo del cuerpo de cada ratén
alotimico hembra, y los ratones se agruparon aleatoriamente cuando el volumen del tumor alcanzé 100 a 300 mm?.
Los datos de agrupamiento se definieron como Dia 0. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50), trastuzumab, o
trastuzumab emtansina se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada raton
en el Dia 0. Un grupo de administracion de solucion de tampon acetato se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 11. La administracion de trastuzumab o trastuzumab emtansina no inhibe el
crecimiento del tumor CTG-0860 de cancer de pulmén no microcitico que expresa moderadamente HER2. Por el
contrario, la administracion del conjugado de farmaco-anticuerpo (50) inhibié de forma notable el crecimiento del tumor.

Ejemplo de evaluacion 12 Ensayo antitumoral (10)

Se uso6 en este ensayo el tumor (CTG-0927; Champions Oncology Inc.) extirpado de un paciente con cancer del
conducto biliar y mantenido en varios pases mediante el trasplante a ratones alotimicos hembra. Este tumor expresé
de forma elevada HER2 (que recibié una puntuacién de 3+ en la tincién inmunohistoquimica.

Una seccion tumoral del tumor sélido se trasplantd por via subcutanea al lado izquierdo del cuerpo de cada ratén
alotimico hembra, y los ratones se agruparon aleatoriamente cuando el volumen del tumor alcanz6 100 a 300 mm?.
Los datos de agrupamiento se definieron como Dia 0. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50), trastuzumab, o
trastuzumab emtansina se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada raton
en el Dia 0. Un grupo de administracion de solucion de tampon acetato se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 12. La administracion de trastuzumab no inhibe el crecimiento del tumor CTG-
0927 de cancer del conducto biliar que expresa de forma elevada HER2. Por el contrario, La administracion de
trastuzumab o trastuzumab emtansina inhibio el crecimiento del tumor. Ademas, la administracion del conjugado de
farmaco-anticuerpo (50) indujo la regresion del tumor.

Ejemplo de evaluacion 13 Ensayo antitumoral (11)

Se uso en este ensayo el tumor (CTG-0137; Champions Oncology Inc.) extirpado de un paciente con cancer de
esofago y mantenido en varios pases mediante el trasplante a ratones alotimicos hembra. Este tumor expres6 de
forma elevada HER2 (que recibié una puntuacion de 3+ en la tincion inmunohistoquimica.

Una seccion tumoral del tumor sélido se trasplantd por via subcutanea al lado izquierdo del cuerpo de cada ratén
alotimico hembra, y los ratones se agruparon aleatoriamente cuando el volumen del tumor alcanzé 100 a 300 mm?.
Los datos de agrupamiento se definieron como Dia 0. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50), trastuzumab, o
trastuzumab emtansina se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada raton
en el Dia 0. Un grupo de administracion de solucion de tampon acetato se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 13. La administracion de trastuzumab no inhibe el crecimiento del tumor CTG-
0137 de cancer de eséfago que expresa de forma elevada HER2. Por el contrario, la administracion de trastuzumab
emtansina o del conjugado de farmaco-anticuerpo (50) inhibié de forma notable el crecimiento del tumor.

Ejemplo de evaluacion 14 Ensayo antitumoral (12)

células de la linea SK-OV-3 de cancer de ovario humano que expresaban débilmente HER2 de forma elevada se
suspendieron en solucién salina fisiologica, y 4 x 107 células se trasplantaron por via subcutanea al lado derecho del
cuerpo de cada ratén alotimico hembra para preparar el tumor sélido SK-OV-3. Posteriormente, este tumor sélido se
mantuvo en varios pases mediante el trasplante a ratones alotimicos hembra y se us6 en este ensayo.

Una seccion tumoral del tumor soélido se trasplantd por via subcutanea al lado derecho del cuerpo de cada ratén
alotimico hembra, y los ratones se agruparon aleatoriamente cuando el volumen del tumor alcanzé 100 a 300 mm?.
Los datos de agrupamiento se definieron como Dia 0. El conjugado de farmaco-anticuerpo (50), trastuzumab, o
trastuzumab emtansina se administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg en la vena de la cola de cada raton
en el Dia 0. Un grupo de administracion de solucion salina fisioldgica se establecié como grupo de control.

Los resultados se muestran en la Figura 14. La administracion de trastuzumab no inhibe el crecimiento del tumor SK-
OV-3. Por el contrario, la administracion de trastuzumab emtansina o del conjugado de farmaco-anticuerpo (50) inhibid
de forma notable el crecimiento del tumor.

Texto libre del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 - Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada del anticuerpo monoclonal humanizado dirigido
contra HER2
SEQ ID NO: 2 - Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera del anticuerpo monoclonal humanizado dirigido
contra HER2
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<110> Daiichi Sankyo Company, Limited

<120> CONJUGADO DE FARMACO-ANTICUERPO DIRIGIDO CONTRA ANTI-HER2

<130> PD20-9008WO

<150> JP2014-017777
<151> 31/01/2014

<150> JP2014-168944
<151> 22/08/2014

<150> JP2014-227886
<151> 10/11/2014

<160> 2

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 450
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de Trastuzumab

<400> 1
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Ala
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Trp
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Asp
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Cys
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Phe
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305
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Thr
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val
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Ser
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180

Leu

Thr

Thr
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Leu
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Ser

Lys

150
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Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
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Val

Ala

Arg

Gly
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<211> 214
<212> PRT
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Pro
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Gln Gly Asn Val
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Tyr

Tyr
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395
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Ser
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<223> secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de Trastuzumab

<400> 2

Asp

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val
115

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro
120

93

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Ser

10

Ser

Lys
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de farmaco-anticuerpo en el que un compuesto antitumoral representado por la siguiente féormula:

se conjuga con un anticuerpo anti-HER2 a través de un enlazador que tiene una estructura representada por la
siguiente formula:

~L1-L2-LP-NH-(CH,)n"-L2-(CH,)n?-C(=0)-

mediante un enlace tioéter que se forma en un resto de enlace disulfuro presente en la parte de la bisagra del
anticuerpo anti-HERZ2,

en la que

el anticuerpo anti-HER2 se une al extremo de L', el compuesto antitumoral se une al grupo carbonilo del resto -
(CH2)n?-C(=0)- con el atomo de nitrogeno del grupo amino en la posicion 1 como la posicion de unién,

en la que

n' representa un entero de 0 a 6,

n? representa un entero de 0 a 5,

L' representa -(Succinimid-3-il-N)-(CH2)n3-C(=0)-,

en la que n3 representa un entero de 2 a 8,

L2 representa -NH-(CH,CH,-O)n*-CH,CH,-C(=0)- 0 un enlace simple,

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

LP representa un resto del tetrapéptido -GGFG-,

L2 representa -0- o un enlace simple, y -(Succinimid-3-yl-N)- tiene una estructura representada por la siguiente
férmula:

O
N—

0

que esta conectado al anticuerpo anti-HER2 en la posicion 3 del mismo y que esta conectado a un grupo metileno
en la estructura del enlazador que contiene esta estructura en el atomo de nitrégeno en la posicion 1.

2. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con reivindicacion 1, en el que el resto de la estructura de
enlazador-farmaco que tiene un farmaco unido a -L'-L2-LP-NH-(CH;)n'-L2-(CH2)n?>-C(=0)- es una estructura de
enlazador-farmaco seleccionada entre el siguiente grupo:

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

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

- (Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-C(= O)-(NH-DX)

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH;CH>CH,-C -GGFG-NH-CH2CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)

- (SUCCinimid-3-i|-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C -GGFG-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX)

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

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

- (Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH2CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX)

- (Succinimid-3-il-N)-CH2CHz-C(=0)-NH-CHzCHz-0-CHzCH2-0-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)

- (NH-DX)

- (Succinimid-3-il-N)-CH2CHz-C(=0)-NH-CHzCHz-0-CH2CHz-0O-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-
(NH-DX)

- (SUCCinimid-3-i|-N)-CH2CH2-C(=O)-NH-CH2CHz-O-CH2CH2-O-CH2CH2-0-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-
CH,CH,-C(=0)-(NH-DX)

- (SUCCinimid-3-i|-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CHzCHz-O-CHzCHz-O-CHzCHz -O-CHzCHz-O-CHzCHz-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:

NSNS
L2008
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que se une al anticuerpo anti-HER2 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 la posicion de union, y
- GGFG- representa un resto del tetrapéptido -Gly-Gly-Phe-Gly-.

3. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con reivindicacion 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)-CH2CH>CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH;-O-CH2-C(=0)-(NH-DX)

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

- (Succinimid-3-il-N)-CH2CH»-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH,CH,-0O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-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)-CH2.CH;CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX).

5. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con reivindicacion 3, en el que resto de la estructura de enlazador-
farmaco es -(Succinimid-3-il-N)-CH2,CH>CH2CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-O-CH,-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)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH;CH2-O-CH2CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CH2CH>CH,-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-HER2 comprende una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste
en los restos de aminoacidos 1 a 449 de la SEQ ID NO: 1 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2.

8. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el
anticuerpo anti-HER2 comprende una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por
la SEQ ID NO: 1 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO:
2.

9. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el
numero promedio de unidades de la estructura de enlazador-farmaco seleccionada conjugada por molécula de
anticuerpo esta en el intervalo de entre 2 a 8.

10. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que un
numero promedio de unidades de la estructura de enlazador-farmaco seleccionada conjugada por molécula de
anticuerpo esta en el intervalo de entre 3 a 8.

11. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, una sal del
mismo, o un hidrato del mismo, para su uso como un medicamento.

12. El conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, una sal del
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mismo, o un hidrato del mismo, para su uso como un farmaco antitumoral y/o un farmaco anticanceroso.

13. El farmaco antitumoral y/o el farmaco anticanceroso de acuerdo con la reivindicacion 12, para su uso en el
tratamiento del cancer de pulmén, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de préstata, cancer de ovarios, cancer
de pancreas, cancer de mama, cancer de vejiga, cancer gastrico, tumor del estroma gastrointestinal, cancer de cuello
de utero, cancer de eséfago, carcinoma de escamocelular, cancer peritoneal, cancer de higado, cancer hepatocelular,
cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, cancer endometrial, cancer de utero, cancer de glandula salival,
cancer de rifion, cancer vulvar, cancer de tiroides, cancer de pene, leucemia, linfoma maligno, plasmacitoma, mieloma
0 sarcoma.

14. Una composicion farmacéutica que contiene el conjugado de farmaco-anticuerpo de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 10, una sal del mismo, o un hidrato del mismo como un componente activo, y un componente
de formulacién farmacéuticamente aceptable.

15. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 14, para su uso en el tratamiento del cancer de
pulmoén, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de préstata, cancer de ovarios, cancer de pancreas, cancer de
mama, cancer de vejiga, cancer gastrico, tumor del estroma gastrointestinal, cancer de cuello de utero, cancer de
esofago, carcinoma de escamocelular, cancer peritoneal, cancer de higado, cancer hepatocelular, cancer de colon,
cancer rectal, cancer colorrectal, cancer endometrial, cancer de Utero, cancer de glandula salival, cancer de rifion,
cancer vulvar, cancer de tiroides, cancer de pene, leucemia, linfoma maligno, plasmacitoma, mieloma o sarcoma.
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FIG.1

SEQ ID NO:1 — Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo
monoclonalanti-HER2 humanizado

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYTHWVRQAPGKGLEWVARIYPTRGYTRYADSV
-KGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKT ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK
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FIG.2

SEQID NO:1 — Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal anti-HER2 humanizado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSG
SRSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY

ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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FIG.3
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FIG.5
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FIG.9
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FIG.10
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FIG.11
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FIG.14
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