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DESCRIPCION
Procedimiento para producir conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3

Campo técnico

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para producir un conjugado anticuerpo-farmaco que tiene
un anticuerpo anti-HER3 y un farmaco antitumoral conjugados entre si a través de un resto de estructura
enlazadora, siendo util el conjugado como un farmaco antitumoral.

Antecedentes de la técnica

Un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) que tiene un farmaco con citotoxicidad conjugado con un anticuerpo
que se une a un antigeno expresado en una superficie de las células cancerosas y capaz de realizar
internalizacion celular (el anticuerpo que se une al antigeno también es capaz de realizar internalizacién
celular), puede administrar el farmaco de forma selectiva a las células cancerosas y, por lo tanto, se espera
que provoque la acumulacién del farmaco en las células cancerosas y destruya las células cancerosas (véanse
las Referencias No de Patente 1 a 3). Como un ADC, Mylotarg (marca registrada; Gemtuzumab ozogamicina)
en el cual la calicheamicina se conjuga a un anticuerpo anti-CD33 esté aprobado como agente terapéutico para
la leucemia mieloide aguda. Ademas, Adcetris (marca registrada; Brentuximab vedotina), en el cual la
auristatina E se conjuga con un anticuerpo anti-CD30, se ha aprobado recientemente como un agente
terapéutico para el linfoma de Hodgkin y el linfoma anaplésico de células grandes (véase la Referencia No de
Patente 4). Los farmacos contenidos en los ADC que han sido aprobados hasta ahora se dirigen al ADN o a
tubulina.

Se conocen compuestos antitumorales, de bajo peso molecular, derivados de camptotecina, que inhiben la
topoisomerasa | para exhibir un efecto antitumoral. Entre ellos, un compuesto antitumoral representado por la
formula a continuacién (exatecan, nombre quimico: (18,98)-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 (Referencia de Patentes 1 y 2).

[Comp. quimico 1]
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A diferencia del irinotecan que actualmente usado en entornos clinicos, este compuesto no requiere activacion
por una enzima para ejercer su efecto antitumoral. Ademés, en comparaciéon con SN-38 como principal principio
farmacéuticamente activo de irinotecéan y topotecan también usado en entornos clinicos, tiene una actividad
inhibitoria méas alta sobre la topoisomerasa | y una actividad citocida mas alta in vitro contra diversas células
cancerosas. En particular, exhibe el efecto contra las células cancerosas que tienen resistencia a SN-38 o
similares debido a la expresion de la P-glucoproteina. Ademas, en un modelo de ratén con un tumor humano
trasplantado subcutdneamente, exhibié un potente efecto antitumoral y, por lo tanto, se ha sometido a los
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estudios clinicos, pero aln no se ha puesto en el mercado (véanse las Referencias no de patentes 5a 10). No
esté claro si exatecén funciona eficazmente como un ADC.

DE-310 es un complejo en el cual exatecan se conjuga con un polimero de polialcohol carboximetildextrano
biodegradable a través de un péptido espaciador GGFG (Referencias de patentes 3). Al convertir exatecan en
una forma de profarmaco polimérico, puede mantenerse una alta propiedad de retencién de sangre y también
se aumenta pasivamente una alta propiedad de penetracién en un area tumoral utilizando la permeabilidad
aumentada de los vasos tumorales recién formados y la propiedad de retencién en los tejidos tumorales. Con
DE-310, el espaciador peptidico se escinde por una enzima para liberar continuamente exatecan como principio
activo principal y exatecan con glicina unida a un grupo amino, y como resultado, se mejoran las
farmacocinéticas. De acuerdo con diversos modelos de evaluacion de tumores en estudios no clinicos, se
descubri6é que se obtuvo una eficacia més alta por DE-310 que exatecan administrado solo incluso aunque la
cantidad total de exatecan contenida en el mismo es menor que en el caso de la administracién de exatecén
solo. Se llevé a cabo un estudio clinico para DE-310 y se confirmaron los casos eficaces. También hay un
informe que sugiere que el principal principio activo se acumula en un tumor que en los tejidos normales. Sin
embargo, también hay un informe que indica que la acumulacién de DE-310 y el principal principio activo en un
tumor no es muy diferente de la acumulacién en los tejidos normales y, por lo tanto, no se observa un
direccionamiento pasivo en los seres humanos (véanse, las Referencias no de patentes 11 a 14). Como
resultado, DE-310 tampoco se comercializd, y no esté claro si exatecan funciona o no eficazmente como un
farmaco orientado a tal direccionamiento.

Como compuesto relacionado con DE-310, también se conoce un complejo en el cual un resto de estructura
representada por -NH- (CH)4-C (=O) - se inserta entre el espaciador -GGFG - y exatecan para formar -GGFG-
NH- (CH»)s-C(=0O)- usado como una estructura espaciadora (Referencia de Patente 4). Sin embargo, el efecto
antitumoral del complejo no se conoce en absoluto.

El receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano (también conocido como HER3 y ErbB3) es un
receptor de proteina tirosina quinasa y pertenece a la subfamilia del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) de receptores de proteinas tirosina quinasas, que también incluye HER1 (también conocido
como EGFR), HER2 y HER4 (véanse las Referencias No de Patente 15 a 17). Al igual que con el receptor del
factor de crecimiento epidérmico prototipico, el receptor transmembrana HER3 consiste en un dominio de unién
a ligando extracelular (ECD), un dominio de dimerizacién dentro del ECD, un dominio transmembrana y un
dominio de fosforilacién carboxilo-terminal. HER1, HER2 y HER4 llevan un dominio de proteina tirosina quinasa
(TKD) intracelular ademas de estos dominios, mientras que HER3 carece de este dominio y, por tanto, no
puede autofosforilarse.

El ligando Heregulina (HRG) se une al dominio extracelular de HER3 y activa la ruta de sefializacién mediada
por receptor al promover la dimerizacién con otros miembros de la familia del receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER) y la transfosforilacién de su dominio intracelular. La formacién de dimeros de HER3
con otros miembros de la familia HER expande el potencial de sefializacion de HER3 y sirve como medio no
solo para la diversificacién de la sefial sino también para la amplificacién de la sefial. Por ejemplo, el
heterodimero HER2/HER3 induce una de las sefiales mitogénicas mas importantes entre los miembros de la
familia HER. HER3 se sobreexpresa en varios tipos de canceres tales como canceres de mama, gastrointestinal
y pancreatico. De forma interesante, Se ha demostrado una correlacion entre la expresién de HER2/HER3 y la
progresidn de una fase no invasiva a una fase invasiva (véanse las Referencias No de Patentes 18 a 20). Por
consiguiente, son deseables agentes que interfieran con la sefializacién mediada por HER3. Se han informado
anticuerpos anti-HER3 e inmunoconjugados de los mismos en, por ejemplo, las Referencias de Patentes 5 a
11, respectivamente.
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Sumario de la invencién

Problema técnico

Con respecto al tratamiento del tumor usando un anticuerpo, puede observarse un efecto antitumoral
insuficiente incluso cuando el anticuerpo reconoce un antigeno y se une a las células tumorales y, por lo tanto,
a veces se necesita un anticuerpo antitumoral mas eficaz. Ademas, muchos compuestos antitumorales de bajo
peso molecular tienen un problema de seguridad como efecto secundario y toxicidad, incluso los compuestos
tienen un excelente efecto antitumoral. Como tal, permanece como un objeto para lograr un efecto terapéutico
superior mejorando auin mas la seguridad. Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un
procedimiento para producir un farmaco antitumoral que tenga un excelente efecto terapéutico, que sea
excelente en términos de efecto antitumoral y seguridad.

Solucién al problema

Los inventores pensaron que, dado que el anticuerpo anti-HER3 es un anticuerpo capaz de dirigirse a las
células tumorales, esto es, es un anticuerpo que tiene una propiedad de reconocer células tumorales, una
propiedad de unirse a células tumorales, una propiedad de internalizarse en células tumorales, una actividad
citocida contra células tumorales o similares, cuando el exatecdn como compuesto antitumoral se convierte en
un conjugado anticuerpo-farmaco mediante conjugacién con el anticuerpo a través de un resto de estructura
enlazadora, el compuesto antitumoral puede administrarse con mas seguridad a las células tumorales para
exhibir especificamente el efecto antitumoral del compuesto en las células tumorales y, por lo tanto, el efecto
antitumoral puede exhibirse con seguridad y también se espera un efecto citocida mejorado del anticuerpo anti-
HERS3 y la dosis del compuesto antitumoral puede reducirse en comparacién con el caso de administrar el
compuesto solo y, por lo tanto, puede aliviarse la influencia del compuesto antitumoral en las células normales
de modo que pueda lograrse una mayor seguridad.

A este respecto, los inventores crearon un enlazador con una estructura especifica y lograron obtener un
conjugado anticuerpo-farmaco en el cual el anticuerpo anti-HERS y el exatecan se conjugan entre si a través
del enlazador y confirmaron un excelente efecto antitumoral exhibido por el conjugado para completar de este
modo la presente invencion.

Efectos ventajosos de la invencién

Con un conjugado de anticuerpo-farmaco anti-HER3 que tiene un compuesto exatecan antitumoral conjugado
a través de un enlazador con una estructura especifica, puede lograrse un excelente efecto antitumoral y
seguridad.

Breve descripcion de los dibujos

[Fig. 1]

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos de longitud completa de una cadena pesada del
anticuerpo humano anti-HER3 U1-59 (SEQ ID NO: 583).

[Fig. 2]

La Figura 2 muestra la secuencia de aminoéacidos de longitud completa de una cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-59 (SEQ ID NO: 584).

[Fig. 3] La Figura 3 muestra la intensidad de fluorescencia media de HCC1569 tratado con diluciones en
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serie de U1-59 o cada conjugado de anticuerpo-farmaco. Los valores de KD y Bmax se calcularon usando
el software GraphPad Prism.

[Fig. 4]

Las células A549 se cultivaron durante 2 dias con U1-59 o conjugados de anticuerpo-farmaco variados. Se
evalué HER3 o HER3 fosforilado mediante transferencia Western. Se detecté pan-Actina como un control
de electroforesis.

[Fig. 5]

La Figura 5 muestra un valor promedio de reduccién en la expresién de HERS3 en la superficie de las células
HCC1569 tratadas con U1-59 o cada conjugado anticuerpo-farmaco (37 °C ("°C" representa "grados
Celsius"), 1 h).

[Fig. 6]

La Figura 6 muestra los resultados de una prueba sobre la inhibicién de sefiales mitbgenas o de
supervivencia por cada conjugado anticuerpo-farmaco HER3 en una linea de cancer de mama humano
(HCC1569). La Figura 6A muestra el crecimiento o la supervivencia celular derivados del conjugado
anticuerpo-farmaco en presencia de FBS al 10 %. Los datos se indican mediante media +/- desviacion
estandar de triplicados. La ordenada representa un valor de luminiscencia que indica la actividad de ATP
de cada muestra. La abscisa representa la concentracién de cada conjugado anticuerpo-farmaco. La Figura
6B muestra la tasa de reduccién de la luminiscencia provocada por el tratamiento con conjugado anticuerpo-
farmaco cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

[Fig. 7]

La Figura 7 muestra los resultados de una prueba sobre la inhibicién de sefiales mitbgenas o de
supervivencia por cada conjugado anticuerpo-farmaco HER3 en una linea de cancer de mama humano
(MDA-MB 453). La Figura 7A muestra el crecimiento o la supervivencia celular derivados del conjugado
anticuerpo-farmaco en presencia de FBS al 10 %. La ordenada representa un valor de luminiscencia que
indica la actividad de ATP de cada muestra. La abscisa representa la concentracién de cada conjugado
anticuerpo-farmaco. Los datos se indican mediante media +/- desviacién estandar de triplicados. La Figura
7B muestra la tasa de reduccién de la luminiscencia provocada por el tratamiento con conjugado anticuerpo-
farmaco cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

[Fig. 8]

La Figura 8 muestra los resultados de una prueba sobre la inhibicién de sefiales mitbgenas o de
supervivencia por cada conjugado anticuerpo-farmaco HER3 en una linea de melanoma humano (A375).
La Figura 8A muestra el crecimiento o la supervivencia celular derivados del conjugado anticuerpo-farmaco
en presencia de FBS al 10 %. La ordenada representa un valor de luminiscencia que indica la actividad de
ATP de cada muestra. La abscisa representa la concentracién de cada conjugado anticuerpo-farmaco. Los
datos se indican mediante media +/- desviacién estdndar de triplicados. La Figura 8B muestra la tasa de
reduccién de la luminiscencia provocada por el tratamiento con conjugado anticuerpo-farmaco cuando la
luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

[Fig. 9]

La Figura 9 muestra los resultados de una prueba sobre la inhibicién de sefiales mitbgenas o de
supervivencia por cada conjugado anticuerpo-farmaco HER3 en una linea de cancer colorrectal humano
(HT29). La Figura 9A muestra el crecimiento o la supervivencia celular derivados del conjugado anticuerpo-
farmaco en presencia de FBS al 10 %. La ordenada representa un valor de luminiscencia que indica la
actividad de ATP de cada muestra. La abscisa representa la concentracién de cada conjugado anticuerpo-
farmaco. Los datos se indican mediante media +/- desviacién estandar de triplicados. La Figura 9B muestra
la tasa de reduccidén de la luminiscencia provocada por el tratamiento con conjugado anticuerpo-farmaco
cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

[Fig. 10]

La Figura 10 muestra los resultados de una prueba sobre la inhibicion de sefiales mitégenas o de
supervivencia por cada conjugado anticuerpo-farmaco HER3 en una linea de cancer de pulmén humano
(A549). La Figura 10A muestra el crecimiento o la supervivencia celular derivados del conjugado anticuerpo-
farmaco en presencia de FBS al 10 %. La ordenada representa un valor de luminiscencia que indica la
actividad de ATP de cada muestra. La abscisa representa la concentracién de cada conjugado anticuerpo-
farmaco. Los datos se indican mediante media +/- desviacién estandar de triplicados. La Figura 10B muestra
la tasa de reduccidén de la luminiscencia provocada por el tratamiento con conjugado anticuerpo-farmaco
cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

[Fig. 11]

La Figura 11 muestra los resultados de comparar la tasa de inhibicién del crecimiento o supervivencia celular
entre el conjugado anticuerpo-farmaco (3) y el conjugado anticuerpo-farmaco (4). El diagrama de la
izquierda muestra la tasa de inhibicién del crecimiento o la supervivencia celular derivada del conjugado
anticuerpo-farmaco en presencia de FBS al 10 %. La ordenada representa luminiscencia que indica la
actividad de ATP de cada muestra. La abscisa representa la concentracién de cada conjugado anticuerpo-
farmaco. Los datos se indican mediante media +/desviacion estandar de triplicados. El diagrama de la
derecha muestra la comparacién de la tasa de reduccioén de la luminiscencia provocada por el tratamiento
con conjugado anticuerpo-farmaco entre una carga alta de farmaco (HDL) y una carga media de farmaco
(MDL) cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

[Fig. 12]



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3009 871 T3

La Figura 12 muestra los resultados de comparar la tasa de inhibicién del crecimiento o supervivencia celular
entre el conjugado anticuerpo-farmaco (10) y el conjugado anticuerpo-farmaco (11). El diagrama de la
izquierda muestra la tasa de inhibicién del crecimiento o la supervivencia celular derivada del conjugado
anticuerpo-farmaco en presencia de FBS al 10 %. La ordenada representa luminiscencia que indica la
actividad de ATP de cada muestra. La abscisa representa la concentracién de cada conjugado anticuerpo-
farmaco. Los datos se indican mediante media +/desviacion estandar de triplicados. El diagrama de la
derecha muestra la comparacién de la tasa de reduccidn de la luminiscencia provocada por el tratamiento
con conjugado anticuerpo-farmaco entre una carga alta de farmaco (HDL) y una carga media de farmaco
(MDL) cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

[Fig. 13]

La Figura 13 muestra los resultados de comparar la tasa de inhibicién del crecimiento o supervivencia celular
entre el conjugado anticuerpo-farmaco (13) y el conjugado anticuerpo-farmaco (14). El diagrama de la
izquierda muestra la tasa de inhibicién del crecimiento o la supervivencia celular derivada del conjugado
anticuerpo-farmaco en presencia de FBS al 10 %. La ordenada representa luminiscencia que indica la
actividad de ATP de cada muestra. La abscisa representa la concentracién de cada conjugado anticuerpo-
farmaco. Los datos se indican mediante media +/desviacion estandar de triplicados. El diagrama de la
derecha muestra la comparacién de la tasa de reduccidn de la luminiscencia provocada por el tratamiento
con conjugado anticuerpo-farmaco entre una carga alta de farmaco (HDL) y una carga media de farmaco
(MDL) cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

[Fig. 14]

La Figura 14 muestra los resultados de una prueba antitumoral de cancer de mama humano (HCC1569)
usando el conjugado anticuerpo-farmaco (3), (10) o (13). La ordenada representa un volumen tumoral
promedio. La abscisa representa el numero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores se
indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se
analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.
[Fig. 18]

La Figura 15 muestra los resultados de una prueba antitumoral de melanoma humano (HT-144) usando el
conjugado anticuerpo-farmaco (3), (10) o (13). La ordenada representa un volumen tumoral promedio. La
abscisa representa el nimero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores se indican mediante
media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se analizaron sobre la
base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.

[Fig. 18]

La Figura 16 muestra los resultados de una prueba antitumoral de cdncer de mama humano (MDA-MB-453)
usando el conjugado anticuerpo-farmaco

(3), (10) 0 (13). La ordenada representa un volumen tumoral promedio. La abscisa representa el nimero de
dias desde la administracién. Todos los valores se indican mediante media +/- desviacién estandar. El
volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media
y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.

[Fig. 17]

La Figura 17 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cancer colorrectal humano
(HT-29) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (3), (10) o (13). La ordenada representa un volumen
tumoral promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde la administraciéon. Todos los valores se
indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se
analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.
[Fig. 18]

La Figura 18 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cancer de pulmén humano
(AS49) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (3), (10) o (13). La ordenada representa un volumen
tumoral promedio. La abscisa representa el niUmero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores
se indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén
se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel
2009.

[Fig. 19]

La Figura 19 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de céncer de mama triple
negativo humano (MDA-MB-468) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (13). La ordenada representa
un volumen tumoral promedio. La abscisa representa el nUmero de dias desde el trasplante de células.
Todos los valores se indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso
inicial del ratén se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando
Microsoft Excel 2009.

[Fig. 20]

La Figura 20 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cancer de mama luminal
humano (MCF-7) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa un volumen
tumoral promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores
se indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén
se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel
2009.

[Fig. 21]
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La Figura 21 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de melanoma humano (WM-
266-4) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa un volumen tumoral
promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores se
indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se
analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.
[Fig. 22]

La Figura 22 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cancer de ovario humano
(OVCAR-8) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa un volumen tumoral
promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores se
indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se
analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.
[Fig. 23]

La Figura 23 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de céncer de vejiga humano
(SW-780) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa un volumen tumoral
promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores se
indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se
analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.
[Fig. 24]

La Figura 24 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cdncer de mama humano
(MDA-MB-453) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa un volumen
tumoral promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores
se indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén
se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel
2009.

[Fig. 25]

La Figura 25 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cdncer de mama humano
(MDA-MB-453) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa un volumen
tumoral promedio. La abscisa representa el niUmero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores
se indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén
se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel
2009.

[Fig. 26]

La Figura 26 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cdncer de mama humano
(JIMT-1) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (15). La ordenada representa un volumen tumoral
promedio. La abscisa representa el numero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores se
indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se
analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.
[Fig. 27]

La Figura 27 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cancer de pulmén humano
(PC9) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa un volumen tumoral
promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores se
indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén se
analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel 2009.
[Fig. 28]

La Figura 28 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de céncer de mama triple
negativo humano (MDA-MB-468) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa
un volumen tumoral promedio. La abscisa representa el nUmero de dias desde el trasplante de células.
Todos los valores se indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso
inicial del ratén se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando
Microsoft Excel 2009.

[Fig. 29]

La Figura 29 muestra los resultados de una prueba antitumoral de una linea de cancer de cabeza y cuello
humano (Fadu) usando el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La ordenada representa un volumen
tumoral promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde el trasplante de células. Todos los valores
se indican mediante media +/- desviacién estandar. El volumen del tumor inicial y el peso inicial del ratén
se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacién estandar) usando Microsoft Excel
2009.

[Fig. 30]

La Figura 30 muestra los resultados de una prueba antitumoral usando una seccién tumoral derivada de un
paciente con cancer de estémago humano (NIBIO-G016) y el conjugado anticuerpo-farmaco (16a). La
ordenada representa un volumen tumoral promedio. La abscisa representa el nimero de dias desde el
trasplante de células. Todos los valores se indican mediante media +/- desviacion estédndar. El volumen del
tumor inicial y el peso inicial del ratén se analizaron sobre la base de datos descriptivos (media y desviacidn
estandar) usando Microsoft Excel 2009.

Descripcién de las realizaciones
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A continuacién en el presente documento, las realizaciones preferidas para llevar a cabo la presente invencion
se explican en vista de los dibujos. Por otra parte, las realizaciones explicadas a continuacién son ejemplos de
las realizaciones representativas de la presente invencién.

La presente invencién proporciona un procedimiento para producir un conjugado de farmaco-proteina de unién
a HERS3. Preferentemente, la proteina de unién a HER3 de la invencidn es una proteina de andamio que tiene
una actividad de unién similar a un anticuerpo o un anticuerpo, es decir, un anticuerpo anti-HERS3.

El conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el un procedimiento de la presente invencidn es un
medicamento antitumoral en el que un anticuerpo anti-HER3 se conjuga con un compuesto antitumoral
mediante un resto de estructura enlazadora y se explica en detalle a continuacién.

Dentro del contexto de la presente invencién, la expresion "proteina de andamio", como se usa en el presente
documento, significa un polipéptido o proteina con areas superficiales expuestas en las cuales las inserciones,
sustituciones o deleciones de aminoacidos son muy tolerables. Los ejemplos de proteinas de andamio que
pueden usarse de acuerdo con la presente invencién son la proteina A de Staphylococcus aureus, la proteina
de unién a bilina de Pieris brassicae u otras lipocalinas, proteinas de repeticién de anquirina y fibronectina
humana (revisada en Binz y Pluckthun, Curr Opin Biotechnol, 16, 459-69). El disefio por ingenieria de una
proteina de andamio puede considerarse injertar o integrar una funcién de afinidad en o en el marco estructural
de una proteina plegada de manera estable. La funcién de afinidad significa una afinidad de unién a proteinas
de acuerdo con la presente invencién. Un andamio puede separarse estructuralmente de las secuencias de
aminoécidos que confieren especificidad de unién. En general, las proteinas que parecen adecuadas para el
desarrollo de tales reactivos de afinidad artificial pueden obtenerse mediante procedimientos racionales, o mas
comUnmente, técnicas de disefio por ingenieria combinatoria de proteinas tales como la seleccién contra HERS3,
ya sea proteina purificada o proteina que se muestra en la superficie celular, para agentes de unién en una
biblioteca de andamios artificiales visualizada in vitro, habilidades que se conocen en la técnica (Skerra, J. Mol.
Recog., 2000; Binz y Pluckthun, 2005). Ademas, una proteina de andamio que tiene una actividad de unién
similar a un anticuerpo puede derivar de un polipéptido aceptor que contiene el dominio de andamio, que puede
injertarse con dominios de unién de un polipéptido donador para conferir la especificidad de unién del
polipéptido donador al dominio de andamio que contiene el polipéptido aceptor. Dichos dominios de unién
insertados pueden ser, por ejemplo, la regién determinante de complementariedad (CDR) de un anticuerpo, en
particular, un anticuerpo anti-HERS3. La insercién puede lograrse mediante diversos procedimientos conocidos
por los expertos en la materia, que incluyen, por ejemplo, sintesis de polipéptidos, sintesis de acido nucleico
de un aminoacido codificante asi como mediante diversas formas de procedimientos recombinantes bien
conocidos por los expertos en la materia.

{Anticuerpo}

Ademas, los términos y expresiones "anticuerpo” o "anticuerpo anti-HER3", como se usa en el presente
documento, significan un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinante, un
anticuerpo humanizado (Jones y col., Nature 321 (1986), 522-525; Riechmann y col., Nature 332 (1988), 323-
329; y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2 (1992), 593-596), un anticuerpo quimérico (Morrison y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 81 (1984), 6851-6855), un anticuerpo humano y un anticuerpo completamente humano,
(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., Matsuda, T. e lijima, S. eds.), Kluwer Academic Publishers, 1999.; Tomizuka, K. y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97, pag.722-727, Publicacién internacional N.° WO 2007/077028, y asi
sucesivamente), un anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico) formado a partir de al
menos dos anticuerpos, o un fragmento de anticuerpo del mismo. La expresiéon "fragmento de anticuerpo”
comprende cualquier porcién de los anticuerpos anteriormente mencionados, preferentemente su regién de
unidén a antigeno o regiones variables. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab,
fragmentos Fab', fragmentos F(ab'),, fragmentos Fv, diacuerpos (Hollinger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
90 (1993), 6444-6448), moléculas de anticuerpos monocatenarios (Pluckthun en: The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies 113, Rosenburg y Moore, EDS, Springer Verlag, N.Y. (1994), 269-315) y otros
fragmentos siempre que muestren la capacidad deseada de unirse a HERS.

Ademas, los términos y expresiones "anticuerpo” o "anticuerpo anti-HER3", como se usa en el presente
documento, puede incluir moléculas de tipo anticuerpo que contienen subdominios de anticuerpos disefiados
por ingenieria o variantes de anticuerpos de origen natural. Estas moléculas similares a anticuerpos pueden
ser anticuerpos de un solo dominio, tales como dominios solo VH o solo VL derivados de fuentes naturales
tales como camélidos (Muyldermans y col., Reviews in Molecular Biotechnology 74, 277-302) o a través de la
visualizacién in vitro de bibliotecas de humanos, camélidos u otras especies (Holt y col., Trends Biotechnol.,
21, 484-90).

De acuerdo con la presente invencién, el "fragmento FV' es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene
un sitio de unién y reconocimiento de antigeno completo. Esta regién consiste en un dimero de un dominio
variable de cadena pesada y cadena ligera en asociacién estrecha no covalente. Es en esta configuracién en
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la que las tres CDR de cada dominio variable interactian para definir un sitio de unidén al antigeno sobre la
superficie del dimero Vy-Vi. Colectivamente, las seis CDR confieren especificidad de unién al antigeno al
anticuerpo. Sin embargo, incluso un tnico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprenda solo tres CDR
especificas de un antigeno) tiene la capacidad para reconocer y unirse al antigeno, aunque normalmente con
una afinidad menor que el sitio de unién completo.

El "fragmento Fab" también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante
(CH1) de la cadena pesada. El "fragmento Fab" se diferencian del "fragmento Fab™ por la adicion de unos
pocos restos en el extremo carboxilo de dominio de cadena pesada CH1 incluyendo una o mas cisteinas de la
regidn bisagra del anticuerpo. El"fragmento F(ab'),"originalmente se produce como un par de "fragmentos Fab"
que tienen cisteinas bisagra entre ellos. Los procedimientos para preparar dichos fragmentos de anticuerpos,
tales como la digestién de papaina o pepsina, se conocen por los expertos en la materia.

En otra realizacion preferida de la presente invencidn, el anticuerpo anti-HERS3 de la invencién es un anticuerpo
anti-HERS3 dirigido contra el dominio extracelular (ECD) de HERS.

El anticuerpo anti-HER3 usado en un conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el procedimiento
de la presente invencién puede derivar de cualquier especie. Los ejemplos preferidos de la especie pueden
incluir humanos, ratas, ratones y conejos. El anticuerpo anti-HER3 derivado de especies distintas a las
humanas se quimeriza o se humaniza preferentemente usando una técnica bien conocida. El anticuerpo de la
presente invenciéon puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal y es preferentemente un
anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo anti-HER3 puede ser aquel que sea capaz de dirigirse a células tumorales y, por lo tanto, posee
la propiedad de ser capaz de reconocer células tumorales, la propiedad de ser capaz de unirse a las células
tumorales, la propiedad de ser internalizado en las células tumorales y la actividad citocida contra las células
tumorales, etc. El anticuerpo anti-HER3 puede conjugarse con un compuesto que tiene actividad antitumoral
mediante un enlazador para formar un conjugado de anticuerpo-farmaco.

La actividad de unién del anticuerpo contra las células tumorales puede confirmarse usando citometria de flujo.
La internalizacion del anticuerpo en las células tumorales se puede confirmar usando (1) un ensayo de
visualizacién de un anticuerpo incorporado en las células bajo un microscopio de fluorescencia usando un
anticuerpo secundario (marcado con fluorescencia) que se une al anticuerpo terapéutico (Cell Death and
Differentiation (2008) 15, 751-761), (2) un ensayo para medir la cantidad de fluorescencia incorporada en las
células usando un anticuerpo secundario (marcado con fluorescencia) que se une al anticuerpo terapéutico
(Molecular Biology of the Cell, Vol. 15, 5268-5282, diciembre de 2004), o (3) un ensayo Mab-ZAP que utiliza
una inmunotoxina que se une al anticuerpo terapéutico en el que la toxina se libera tras la incorporacién en las
células para inhibir el crecimiento celular (Bio Techniques 28: 162-165, enero de 2000). Como inmunotoxina
puede usarse una proteina compleja recombinante de un dominio catalitico de toxina diftérica y una proteina
G.

Puede confirmarse in vitro la actividad antitumoral del anticuerpo determinando la actividad inhibidora contra el
crecimiento celular. Por ejemplo, se cultiva una linea de células cancerosas que sobreexpresa una proteina
diana para el anticuerpo, y el anticuerpo se afiade en concentraciones variables al sistema de cultivo para
determinar la actividad inhibidora contra la formacién de focos, la formacién de colonias y el crecimiento de
esferoides. Puede confirmarse in vivo la actividad antitumoral, por ejemplo, administrando el anticuerpo a un
raton desnudo con una linea de células tumorales trasplantadas que expresa altamente la proteina diana y
determinando el cambio en las células cancerosas (tumorales).

Dado que el compuesto conjugado en el conjugado anticuerpo-farmaco ejerce un efecto antitumoral, se
prefiere, pero no es esencial, que el propio anticuerpo tenga un efecto antitumoral. Con el fin de ejercer la
citotoxicidad del compuesto antitumoral de forma especifica y selectiva para las células tumorales, es
importante y también preferido que el anticuerpo tenga la propiedad de ser internalizado para migrar a las
células tumorales.

El anticuerpo anti-HER3 puede obtenerse usando un procedimiento que se lleva a cabo habitualmente en la
técnica, que implica inmunizar animales con un polipéptido antigénico y recolectar y purificar los anticuerpos
producidos in vivo. El origen del antigeno no se limita a los humanos, y los animales pueden inmunizarse con
un antigeno derivado de un animal no humano tales como un ratén o una rata y similares. En este caso, la
reactividad cruzada de los anticuerpos que se unen al antigeno heterélogo obtenido con antigenos humanos
puede probarse para seleccionar un anticuerpo aplicable a una enfermedad humana.

De manera 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 técnica (por ejemplo, Kohler
y Milstein, Nature (1975) 256, p. 495-497; y Kennet, R. ed., Monoclonal Antibodies, p. 365-367, Plenum Press,
N.Y. (1980)) para establecer hibridomas, a partir de los cuales pueden obtenerse a su vez anticuerpos
monoclonales.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3009 871 T3

El antigeno puede obtenerse mediante ingenieria genética de células hospedadoras para producir un gen que
codifica la proteina antigénica. Especificamente, los vectores que permiten la expresién del gen del antigeno
se preparan y se transfieren a las células hospedadoras para que se exprese el gen. El antigeno asi expresado
puede purificarse. El anticuerpo también puede obtenerse mediante el uso de un procedimiento que implica la
inmunizacién de animales con las células que expresan el antigeno modificadas genéticamente o una linea
celular con un antigeno expresado.

El anticuerpo anti-HER3 puede obtenerse por medios conocidos en la técnica.

El anticuerpo anti-HER3 que puede usarse en la presente invencidén no esta particularmente limitado.

En lo sucesivo en el presente documento, se describirg el anticuerpo anti-HER3 usado en la presente invencién.
En la presente memoria descriptiva, los términos "cancer" y "tumor” se usan indistintamente.

En la presente memoria descriptiva, el término "gen" incluye no solo el ADN sino también su ARNm, el ADNc
y el ARNc del mismo.

En la presente memoria descriptiva, el término "polinucleétido" se usa indistintamente con un acido nucleico y
también incluye ADN, ARN, sondas, oligonucleétidos y cebadores.

En la presente memoria descriptiva, los términos "polipéptido" y "proteina” se usan indistintamente.

En la presente memoria descriptiva, el término "célula" también incluye células en individuos animales y células
cultivadas.

En la presente memoria descriptiva, el término "HER3" se usa indistintamente con la proteina HER3.

En la presente memoria descriptiva, el término "CDR" significa una regién determinante de complementariedad
(CDR). Se sabe que una molécula de anticuerpo tiene tres CDR en cada una de las cadenas pesada y ligera.
Las CDR, también llamadas dominios hipervariables, estdn ubicadas en las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo. Estos sitios tienen una estructura primaria particularmente muy variable y estan
separados en tres posiciones en las respectivas estructuras primarias de cadenas polipeptidicas de cadena
pesada y ligera. En la presente memoria descriptiva, las CDR de anticuerpos se denominan CDRH1, CDRH2
y CDRH3 del extremo amino de la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada en cuanto a CDR de cadena
pesada y CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del extremo amino de la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera en
cuanto a las CDR de la cadena ligera. Estos sitios estédn proximos entre si en la estructura tridimensional y
determinan la especificidad por el antigeno al que se va a unir.

En la presente invencién, la expresion "hibridacién en condiciones rigurosas" se refiere a la hibridacién a 68 °C
en una solucidén de hibridacién disponible en el mercado ExpressHyb Hybridization Solution (fabricada por
Clontech Laboratories, Inc.), o hibridacidén identificable en condiciones que implican hibridacién a 68 °C en
presencia de NaCl 0,7 a 1,0 M usando un filtro de ADN inmovilizado, seguido de realizar lavado a 68 °C usando
solucién SSC de 0,1 a 2 x (la solucién SSC 1 x esta compuesta por NaCl 150 mM vy citrato sédico 15 mM) o en
condiciones equivalentes a las mismas.

1. HER3

El receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER3 también conocido como ErbB3) es un
receptor de proteina tirosina quinasa y pertenece a la subfamilia del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) de receptores de proteinas tirosina quinasas, que también incluye HER1 (también conocido
como EGFR), HER2 y HER4. HERS es un receptor transmembrana y consiste en un dominio de unién a ligando
extracelular (ECD), un dominio de dimerizaciéon dentro del ECD, un dominio transmembrana, un dominio de
proteina tirosina quinasa intracelular (TKD) y un dominio de fosforilacion C-terminal. Se ha descubierto que
HER3 se sobreexpresa en varios tipos de cancertales como canceres de mama, gastrointestinal y de pancreas.
Se ha demostrado una correlacién entre la expresién de HER2/HER3 y la progresién de una fase no invasiva
a una invasiva.

La proteina HERS3 usada en la presente invencién puede usarse después de la purificacion directa a partir de
células de mamiferos humanos o no humanos que expresan HERS3 (rata, ratén, etc.) o pueden usarse
preparando fracciones de las células de la membrana celular. De manera alternativa, HER3 puede sintetizarse
in vitro o puede producirse a partir de células hospedadoras mediante ingenieria genética. En la ingenieria
genética, especificamente, el ADNc de HER3 se integra en vectores que permiten la expresiéon del mismo, y
después HER3 puede expresarse mediante sintesis en una solucién que contiene las enzimas necesarias para
la transcripcién y traduccién, sustratos y sustancias energéticas o mediante la transformacién de otras células
procariotas hospedadoras o células eucariotas hospedadoras para producir la proteina. De manera alternativa,
las células que expresan HERS3 disefiadas genéticamente descritas anteriormente o una linea celular con HER3
expresado pueden usarse como proteina HER3.
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Una secuencia de ARN, una secuencia de ADNc y una secuencia de aminoacidos de HER3 estan disponibles
en una base de datos publica, y puede hacerse referencia a ellos mediante un nimero de registro tal como
AAA35979 (precursor que incluye una secuencia sefial que consiste en 19 restos de aminoacidos en el extremo
amino), M34309 (NCBI), por ejemplo.

La secuencia de aminoacidos anterior de HERS3 consiste en una secuencia de aminoacidos que esta sujeta a
reemplazos, deleciones, adiciones y/o inserciones de al menos un aminoacido y las proteinas que tienen una
actividad biol6gica equivalente a la de la proteina también se incluyen en HER3. Se incluyen ejemplos de lineas
celulares. Sin embargo, siempre que se exprese HER3, no se limita a esas lineas celulares.

2. Produccién de anticuerpo anti HER3

El anticuerpo contra HER3 de la presente invencién puede obtenerse inmunizando un animal con HER3 o un
polipéptido arbitrario seleccionado de la secuencia de aminoacidos de HERS3, y recolectando y purificando el
anticuerpo producido in vivo de acuerdo con un procedimiento que se lleva a cabo habitualmente en la técnica.
La especie biolégica de HER3 que se va a usar como antigeno no se limita al ser humano y se puede inmunizar
un animal con HER3 procedente de un animal distinto de los humanos, tales como un ratén o una rata. En este
caso, al examinar la reactividad cruzada entre un anticuerpo que se une a HER3 heterélogo obtenido y HER3
humano, puede seleccionarse un anticuerpo aplicable a una enfermedad humana.

Ademas, puedede obtenerse un anticuerpo monoclonal a partir de un hibridoma establecido fusionando células
productoras de anticuerpos que producen un anticuerpo contra HER3 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)).

EI HERS3 que se usara como antigeno puede obtenerse expresando el gen HER3 en una célula hospedadora
mediante ingenieria genética.

Especificamente, se produce un vector capaz de expresar el gen de HERS3, y el vector resultante se transfecta
en una célula hospedadora para expresar el gen y después, el HER3 expresado se purifica.

También es posible usar células que expresan HER3 obtenidas por ingenieria genética o una linea celular que
expresa HER3 como proteina HER3. A continuacidn en el presente documento, se explica especificamente un
procedimiento para obtener un anticuerpo contra HER3.

(1) Preparacién de antigeno

Los ejemplos del antigeno que se usara para producir el anticuerpo anti HER3 incluyen HERS3, un polipéptido
que consiste en una secuencia de aminoacidos parcial que contiene al menos 6 aminoacidos consecutivos de
HERS3 y un derivado obtenido afiadiendo una secuencia de aminoacidos dada o vehiculo al mismo.

HER3 puede purificarse directamente a partir de tejidos tumorales humanos o células tumorales y usarse.
Ademas, HER3 puede obtenerse sintetizandolo in vitro o produciéndolo en una célula hospedadora mediante
ingenieria genética.

Con respecto a la ingenieria genética, especificamente, después de que el ADNc de HERS se integre en un
vector capaz de expresar ADNc de HER3, HER3 puede obtenerse sintetizandolo en una solucién que contenga
una enzima, un sustrato y una sustancia energética necesarios para la transcripcién y traduccién, o mediante
la expresién de HER3 en otra célula hospedadora transformada procariota o eucariota.

Ademés, el antigeno también puede obtenerse como una proteina secretora expresando una proteina de fusién
obtenida ligando el dominio extracelular de HER3, que es una proteina de membrana, a la regién constante de
un anticuerpo en un sistema de hospedador-vector adecuado.

El ADNc de HERS3 puede obtenerse mediante, por ejemplo, un procedimiento denominado PCR en el cual una
reaccién en cadena de la polimerasa (denominada "PCR"; véase Saiki, R. K., y col., Science, (1988) 239, pags.
487-489) se realiza usando una biblioteca de ADNc que expresa ADNc de HER3 como molde y cebadores que
amplifican especificamente el ADNc de HERS.

Como la sintesis in vitro del polipéptido, por ejemplo, puede ejemplificarse el Sistema de traduccion rapida
(STR) fabricado por Roche Diagnostics, Inc., pero no se limita al mismo.

Los ejemplos de células hospedadoras procariotas incluyen Escherichia coliy Bacillus subtilis. Para transformar
la célula hospedadora con un gen diana, las células hospedadoras se transforman mediante un vector
plasmidico que comprende un replicén, es decir, un origen de replicacidén procedente de una especie compatible
con el hospedador y una secuencia reguladora. Ademés, el vector tiene preferentemente una secuencia capaz
de imponer selectividad fenotipica a la célula transformada.

Los ejemplos de células hospedadoras eucariotas incluyen células de vertebrados, células de insectos y células
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de levadura. Como células de vertebrados, por ejemplo, las células COS de simio (Gluzman, Y., Cell, (1981)
23, pags. 175-182, ATCC CRL-1650; ATCC: Coleccidén Americana de Cultivos Tipo), fibroblastos murinos
NIH3T3 (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 similares se usan a menudo, sin embargo, las células no se limitan a las mismas.

El transformante asi obtenido puede cultivarse de acuerdo con un procedimiento que se lleva a cabo
habitualmente en la técnica, y mediante el cultivo del transformante, un polipéptido diana se produce de manera
intracelular o extracelular.

Un medio adecuado para usarse para el cultivo puede seleccionarse de diversos medios de cultivo usados
habitualmente, dependiendo de la célula hospedadora empleada. Si se emplea Escherichia coli, por ejemplo,
puede usarse un medio LB suplementado con un antibiético tal como ampicilina o IPMG segln sea necesario.

Una proteina recombinante producida de manera intracelular o extracelular por el transformante a través de
dicho cultivo puede separarse y purificarse mediante cualquiera de diversos procedimientos de separacién
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,
ultrafiltracién, diversos tipos de cromatografia liquida, tales como cromatografia de tamiz molecular (filtracién
en gel), cromatografia de adsorcién, cromatografia de intercambio ibénico y cromatografia de afinidad, dialisis y
una combinacidn de los mismos.

Ademas, uniendo un marcador de seis restos de histidina a una proteina recombinante que se va a expresar,
la proteina puede purificarse eficazmente con una columna de afinidad de niquel. De manera alternativa,
uniendo la regién Fc de IgG a una proteina recombinante que va a expresarse, la proteina puede purificarse
eficazmente con una columna de proteina A.

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

También es posible usar el propio transformante mencionado anteriormente como un antigeno. También es
posible usar una linea celular que exprese HER3 como un antigeno.

(2) Produccién de anticuerpo monoclonal anti HER3

Los ejemplos del anticuerpo de unién especifica a HER3 incluyen un anticuerpo monoclonal de unién especifica
a HER3 y un procedimiento para obtener el anticuerpo es como se describe a continuacion.

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

(a) Purificacién de un biopolimero usado como antigeno o preparacién de células que expresan antigeno;
(b) preparar células productoras de anticuerpos inmunizando a un animal mediante inyeccidn del antigeno,
recoger la sangre, ensayar su titulo de anticuerpos para determinar cuando se extirpa el bazo;

¢) preparar células de mieloma (en lo sucesivo en el presente documento, denominadas "mieloma");

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

e) detectar un grupo de hibridomas que producen un anticuerpo diana;

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

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

(h) examinar el anticuerpo monoclonal producido de esta manera para determinar la actividad bioldgica y la
especificidad de unién o analizar las propiedades del mismo como un reactivo marcado; y similares.

(
(
(
(

En lo sucesivo en el presente documento, el procedimiento de producciéon de un anticuerpo monoclonal se
describird en detalle siguiendo las etapas anteriores, sin embargo, el procedimiento no se limita a ello y, por
ejemplo, pueden usarse células productoras de anticuerpos distintas de células de bazo y mieloma.

(a) Purificacién de antigeno

Como el antigeno, puede usarse HER3 preparado mediante el procedimiento descrito anteriormente o un
péptido parcial del mismo.

Ademas, también puede usarse como el antigeno una fraccién de membrana preparada a partir de células
recombinantes que expresan HER3, o las mismas células recombinantes que expresan HER3 y también un
péptido parcial de la proteina desvelada en el presente documento sintetizada quimicamente mediante un
procedimiento conocido por los expertos en la materia.

Ademas, también puede usarse como un antigeno una linea celular que exprese HERS3.
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(b) Preparacién de células productoras de anticuerpos

El antigeno obtenido en la etapa (a) se mezcla con un adyuvante tal como adyuvante completo o incompleto
de Freund o sulfato de aluminio y potasio y la mezcla resultante se usa como un inmunégeno para inmunizar
un animal experimental. En un procedimiento alternativo, un animal de prueba se inmuniza con células que
expresan antigeno como un inmunégeno. Como el animal experimental, puede usarse cualquier animal usado
en un procedimiento conocido de produccién de hibridomas sin ningln problema. Especificamente, por
ejemplo, puede usarse un ratén, una rata, una cabra, ganado, un caballo o similares. Sin embargo, desde el
punto de vista de la facilidad de disponibilidad de las células de mieloma para fusionarlas con las células
productoras de anticuerpos extraidas, se usa preferentemente un ratén o una rata como animal para inmunizar.

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

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

Como el animal a inmunizar, teniendo en cuenta la compatibilidad de la fusién con células de mieloma descrita
a continuacién, se prefieren particularmente en el caso de un ratén, la cepa BALB/c, y en el caso de una rata,
las cepas Wistar y Low.

Ademas, teniendo en cuenta la homologia antigénica entre seres humanos y ratones, también se prefiere usar
un ratén que tenga funcién bioldgica disminuida para eliminar autoanticuerpos, esto es, un ratén con una
enfermedad autoinmunitaria.

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

Para inmunizar a un animal con HER3 o un recombinante del mismo, por ejemplo, un procedimiento conocido
descrito en detalle en, por ejemplo, Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol. . II. lll., Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1987); Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C
Thomas Publisher Springfield, Illinois (1964) o similares puede usarse.

Entre estos procedimientos de inmunizacién, un procedimiento especifico preferido en la invencién es, por
ejemplo, como sigue.

Esto es, en primer lugar, una fraccidén de proteina de membrana que actla como antigeno o células provocadas
para expresar el antigeno se administra o administran por via intradérmica o intraperitoneal a un animal. Sin
embargo, se prefiere la combinacién de ambas vias de administracion para aumentar la eficiencia de
inmunizacién y, cuando se realiza administracién intradérmica en la primera mitad y se realiza administracién
intraperitoneal en la segunda mitad o solo en la ultima dosificacién, puede incrementarse en particular la eficacia
de inmunizacién.

La pauta de administracién del antigeno varia dependiendo el tipo de animal a inmunizar, diferencia individual
o similares. Sin embargo, en general, se prefiere un programa de administracién en el que la frecuencia de
administracién del antigeno es de 3 a 6 veces y el intervalo de dosificacion es de 2 a 6 semanas y se prefiere
més un programa de administracién en el que la frecuencia de administracién del antigeno es de 3 a 4 veces y
el intervalo de dosificacion es de 2 a 4 semanas.

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

Se realiza una vacuna de refuerzo de 1 a 6 semanas, preferentemente de 1 a 4 semanas, mas preferentemente
de 1 a 3 semanas después de la administracién del antigeno como se ha descrito anteriormente. Cuando el
inmundgeno es una célula, se usan 1 x10% a 1 x107 células.

La dosis del antigeno en el momento de realizar la inmunizacién de refuerzo varia dependiendo del tipo o
tamafio del animal o similares, sin embargo, en el caso de, por ejemplo, un ratdn, la dosis se establece
generalmente entre 0,05 y 5mg, preferentemente entre 0,1 y 0,5mg, mas preferentemente entre
aproximadamente 0,1y 0,2 mg. Cuando el inmundgeno es una célula, se usan 1 x10% a 1 x107 células.

Las células del bazo o los linfocitos, incluyendo células productoras de anticuerpos, se retiran asépticamente
del animal inmunizado de 1 a 10 dias, preferentemente de 2 a 5 dias, mas preferentemente de 2 a 3 dias
después de la vacuna de refuerzo. En este momento, se mide el titulo de anticuerpos y, si se usa un animal
que tiene un titulo de anticuerpos suficientemente aumentado como fuente de suministro de las células
productoras de anticuerpos, el procedimiento posterior puede llevarse a cabo més eficientemente.
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Los ejemplos del procedimiento para medir el titulo de anticuerpos a usarse aqui incluyen un procedimiento
RIA y un procedimiento ELISA, pero el procedimiento no se limita a ellos. Por ejemplo, si se emplea un
procedimiento ELISA, la medicién del titulo de anticuerpos en la invencién puede llevarse a cabo de acuerdo
con los procedimientos como se describe a continuacién.

En primer lugar, un antigeno purificado o parcialmente purificado se adsorbe en la superficie de una fase sélida,
tal como una placa de 96 pocillos para ELISA, y la superficie de la fase sélida que no tiene antigeno adsorbido
en la misma se cubre con una proteina no relacionada con el antigeno, tal como seroalbumina bovina (en lo
sucesivo en el presente documento denominada "BSA"). Después de lavar la superficie, la superficie se pone
en contacto con una muestra diluida en serie (por ejemplo, suero de ratén) como anticuerpo primario para
permitir que el anticuerpo de la muestra se una al antigeno.

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

La separacién de las células productoras de anticuerpos de las células del bazo o los linfocitos del animal
inmunizado puede llevarse a cabo de acuerdo con un procedimiento conocido (por ejemplo, Kohler y col.,
Nature (1975), 256, p. 495; Kohler y col., Eur. J. Immunol. (1977), 6, p. 511; Milstein y col., Nature (1977), 266,
p. 550; Walsh, Nature (1977), 266, p. 495). Por ejemplo, en el caso de esplenocitos, puede emplearse un
procedimiento general en el cual las células productoras de anticuerpos se separan homogeneizando el bazo
para producir las células a través de filtracion con una malla de acero inoxidable y suspendiendo las células en
medio esencial minimo de Eagle (MEM).

(c) Preparacidn de células de mieloma (en lo sucesivo en el presente documento denominadas "mieloma")

Las células de mieloma a usar para la fusion celular no estan particularmente limitadas y las células adecuadas
pueden seleccionarse de lineas celulares conocidas. Sin embargo, teniendo en cuenta la conveniencia cuando
se selecciona un hibridoma de células fusionadas, se prefiere usar una cepa deficiente en HGPRT (hipoxantina-
guanina fosforribosil transferasa) cuyo procedimiento de seleccidén 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,
S149/5XX0O 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, ATCC o similares.

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

(d) Fusién celular

La fusién entre las células productoras de anticuerpos y las células de mieloma puede realizarse de forma
apropiada de acuerdo con un procedimiento conocido (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol.
I. 1. 1., Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental
Immunochemistry, editor Charles C Thomas, 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 una concentracién alta, un procedimiento fisico que utilice estimulacién eléctrica o
similares. Entre estos procedimientos, un ejemplo especifico del procedimiento quimico es como se describe a
continuacion.

Esto es, en el caso de que se use polietilenglicol en la solucién que contiene un polimero a una alta
concentracién, 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, méas preferentemente de 2000 a 4000 a una
temperatura de 30 a 40 °C, preferentemente de 35 a 38 °C durante 1 a 10 minutos, preferentemente de 5 a
8 minutos.

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

Este procedimiento es eficaz cuando se obtienen hibridomas usando las células de mieloma de una cepa
deficiente en HGPRT que no pueden sobrevivir en presencia de aminopterina. Esto es, cultivando células no
fusionadas e hibridomas en un medio de HAT, solo se permite selectivamente que los hibridomas resistentes
a la aminopterina sobrevivan y proliferen.

(f) Divisidén en clon unicelular (clonacién)

Como procedimiento de clonacidén para hibridomas, puede usarse un procedimiento conocido tales 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 tales como un procedimiento de metilcelulosa. Por ejemplo, el grupo de
hibridomas producidos por fusién celular se suspende en un medio de metilcelulosa tal como el Medio D de
seleccién ClonaCell-HY (fabricado por StemCell Technologies, inc., n.° 03804) y se cultiva. A continuacién, se
recogen las colonias de hibridomas formadas, por lo que pueden obtenerse hibridomas monoclonales. Las
respectivas colonias de hibridomas recogidas se cultivan y un hibridoma que se ha confirmado que tiene un
titulo de anticuerpo estable en un sobrenadante de cultivo de hibridoma obtenido se selecciona como una cepa
de hibridoma productora de anticuerpos monoclonales anti-HERS3.

(g) Preparacién de anticuerpo monoclonal mediante cultivo de hibridoma

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

En dicha deteccién, puede emplearse un procedimiento conocido.

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

El hibridoma obtenido mediante el procedimiento descrito anteriormente puede almacenarse en un estado
congelado en nitrégeno liquido o en un congelador a -80 °C o0 menos.

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

El cultivo a gran escala se realiza mediante cultivo de rotacién usando un frasco de cultivo grande o mediante
cultivo giratorio. Del sobrenadante obtenido por el cultivo a gran escala, puede obtenerse un anticuerpo
monoclonal que se une especificamente a la proteina de la invencién mediante purificacién usando un
procedimiento conocido por los expertos en la materia tal como filtracién en gel.

Ademas, el hibridoma se inyecta en la cavidad abdominal de un ratén de la misma cepa que el hibridoma (por
ejemplo, la BALB/c anteriormente descrita) o un ratén Nu/Nu para que prolifere el hibridoma, por lo que puede
obtenerse la ascitis que contiene una gran cantidad del anticuerpo monoclonal de la invencién.

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

Por ejemplo, se inyecta previamente un inmunosupresor en la cavidad abdominal de un ratén de la misma cepa
que el hibridoma para inactivar los linfocitos T. 20 dias después, se suspenden de 10° a 107 células de clones
de hibridomas en un medio sin suero (0,5 ml) y la suspensién se administra en la cavidad abdominal del ratén.
En general, cuando el abdomen se expande y se llena de la ascitis, la ascitis se recoge del ratén. Mediante
este procedimiento, el anticuerpo monoclonal puede obtenerse a una concentracién que es aproximadamente
100 veces o0 mas superior a la de la solucién de cultivo.

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

El anticuerpo monoclonal obtenido de este modo tiene alta especificidad de antigeno para HERS3.
(h) Ensayo de anticuerpo monoclonal

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

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

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

Por otro lado, cuando se usa un procedimiento ELISA o un procedimiento RIA, haciendo reaccionar
directamente el sobrenadante de cultivo con una fase sélida con antigeno adsorbido y utilizando anticuerpos
correspondientes a diversos tipos de isotipos y subclases de inmunoglobulinas como anticuerpos secundarios,
pueden identificarse el isotipo y la subclase del anticuerpo monoclonal.

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

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

Ademas, incluso cuando el anticuerpo monoclonal se obtiene por separado e independientemente realizando
de nuevo las etapas de (a) a (h) en (2), es posible producir un anticuerpo que tenga una actividad citotéxica
equivalente a la del anticuerpo anti-HER3. Como ejemplo de un anticuerpo tal, puede ejemplificarse un
anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-HER3. Si un anticuerpo monoclonal recién
producido se une a un péptido parcial o una estructura terciaria parcial a la que se une el anticuerpo anti-HERS3,
puede determinarse que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-HERS.
Ademas, al confirmar la competencia del anticuerpo monoclonal por la unién del anticuerpo anti-HER3 a HER3
(la unién entre el anticuerpo anti-HER3 y HER3 es interferida por el anticuerpo monoclonal), puede
determinarse que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-HER3 incluso
aunque no se haya identificado una secuencia o estructura especifica del epitopo. Una vez que se confirma
que el epitopo es el mismo, se espera fuertemente que el anticuerpo monoclonal tenga la misma capacidad de
unién al antigeno o actividad biolégica que el anticuerpo anti-HERS3.

(3) Otros anticuerpos

El anticuerpo de la invencién incluye no solo el anticuerpo monoclonal anteriormente descrito contra HER3,
sino también un anticuerpo recombinante obtenido por modificacién artificial con el fin de disminuir la
antigenicidad heteréloga para seres humanos, tales como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado
y un anticuerpo humano. Estos anticuerpos pueden producirse usando un procedimiento conocido.

Como el anticuerpo quimérico, puede ejemplificarse un anticuerpo en el cual se obtienen regiones variables y
constantes del anticuerpo de diferentes especies, por ejemplo, un anticuerpo quimérico en el cual una regién
variable de anticuerpo derivada de ratén o rata estd conectada a una regién constante derivada de seres
humanos (véase Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851-6855, (1984)).

Como el anticuerpo humanizado, puede ejemplificarse un anticuerpo obtenido integrando solo una regién
determinante de complementariedad (CDR) en un anticuerpo derivado de seres humanos (véase Nature (1986)
321, pags. 522-525) y un anticuerpo obtenido injertando una parte de los restos de aminoacidos del marco asi
como la secuencia de CDR a un anticuerpo humano mediante un procedimiento de injerto de CDR (documento
WO 90/07861).

El término "varios" como se usa en el presente documento se refierea1a10,1a9,1a8,1a7,1a6,1ab5,
1a4,1a3, 0102

De acuerdo con la presente invencidn, ha de entenderse, que la secuencia de aminoacidos de la proteina de
union de la invencién no se limita a los veinte amino&cidos convencionales (véase Immunology - A Synthesis
(2a Edicién, E. S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)). Por ejemplo, los
aminoécidos pueden incluir estereoisémeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos
convencionales, aminoacidos no naturales tales como aminoacidos alfa, alfa disustituidos, N-alquil
aminodacidos, acido lactico y otros aminoacidos no convencionales. Los ejemplos de aminoéacidos no
convencionales, que también pueden ser componentes adecuados para la proteina de unién de la invencién,
incluyen: 4-hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato, épsilon-N,N,N-trimetilisina, épsilon-N-acetililisina, O-
fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, sigma-N-metilarginina y otros
aminoécidos e iminoécidos similares, por ejemplo, 4-hidroxiprolina.

Como la sustitucién de aminoacidos en la presente memoria descriptiva, se prefiere una sustitucién
conservativa de aminoacidos. La sustitucién conservativa de aminoécidos se refiere a una sustituciéon que se
produce dentro de un grupo de aminoacidos relacionados con las cadenas laterales de aminoacidos. Los

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3009 871 T3

grupos de aminoacidos preferidos son como sigue: un grupo acido (acido aspartico y acido glutdmico); un grupo
béasico (lisina, arginina e histidina); un grupo no polar (alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina y triptéfano); y una familia polar sin carga (glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina y
tirosina). Los grupos de aminoacidos mas preferidos son como sigue: un grupo hidroxilo 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). Una sustitucién de aminoacidos tal se
realiza preferentemente dentro de un intervalo que no perjudica las propiedades de una sustancia que tiene la
secuencia de aminoacidos original. Cuando las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de la presente invencién
tienen glutamato como el aminoacido N-terminal, puede ciclarse (en forma de piroglutamato). En la presente
invencién, tal piroglutamato no se diferencia de la glutamina normal en las secuencias de aminoacidos. En las
cadenas pesada y ligera del anticuerpo de la presente invencién, la cisteina puede estar en forma de cisteinilo.
En la presente invencién, una forma tal de cisteinilo no se diferencia de la cisteina normal en las secuencias de
aminoacidos.

Ademés, el anticuerpo de la invencién incluye un anticuerpo humano que se une al HER3. Un anticuerpo HER3
humano se refiere a un anticuerpo humano que tiene solo una secuencia génica de un anticuerpo derivado de
un cromosoma humano. El anticuerpo HER3 humano puede obtenerse mediante un procedimiento usando un
raton productor de anticuerpos humanos que tiene un fragmento de cromosoma humano que comprende los
genes de cadena pesada y ligera de un anticuerpo humano (véase Tomizuka, K. y col., Nature Genetics (1997)
16, pags. 133-143; Kuroiwa, Y. y col., Nucl. Acids Res. (1998) 26, pags. 3447-3448; Yoshida, H. y col., Animal
Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, pag. 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.).

Un raton tal productor de anticuerpos humanos puede crearse especificamente como sigue. Un animal
genéticamente modificado en el que se han alterado los loci de genes de cadena pesada y ligera de
inmunoglobulina endégena, y en su lugar, se han introducido loci génicos de cadena pesada y ligera de
inmunoglobulina humana mediante un vector de cromosoma artificial de levadura (YAC) o similar se crea
produciendo un animal genomanipulado por desactivacién génica y un animal transgénico y apareando estos
animales.

Ademas, de acuerdo con una técnica de ADN recombinante, mediante el uso de ADNc que codifican cada una
de dichas cadenas pesadas y cadenas ligeras de un anticuerpo humano, y preferentemente un vector que
comprende tales ADNc, se transforman células eucariotas y se cultiva una célula transformante que produce
un anticuerpo monoclonal humano recombinante, por lo que el anticuerpo también puede obtenerse del
sobrenadante de cultivo.

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

Con respecto a la preparaciéon de un anticuerpo humano, se dan descripciones detalladas en la Publicacién
Internacional N.° WO 2007/077028. El contenido de la Publicaciéon Internacional No. WO 2007/077028 se
incorpora aqui como referencia.

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

Por ejemplo, se puede utilizar un procedimiento de presentacién en fagos en el que se expresa una regién
variable de un anticuerpo humano en la superficie de un fago como un anticuerpo de cadena sencilla (scFv) y
se selecciona un fago que se une a un antigeno (Nature Biotechnology (2005), 23, (9), pags. 1105-11186).

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

Si se determina la secuencia de ADN de scFv que se une a un antigeno, puede obtenerse un anticuerpo
humano preparando un vector de expresidén que tenga la secuencia e introduciendo el vector en un hospedador
adecuado para expresarlo (documentos 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), pag. 1105-1116).

Un aspecto de la presente invencién se refiere a una proteina aislada que se une a HER3. En una realizacién
de la presente invencién, una proteina de unién a HERS3 aislada de la invencién comprende una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada que comprende: (a) CDRH1 comprendida en la
secuencia de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 36, 40, 42, 46, 50, 54,
60, 62, 66, 70, 74, 78, 80, 84, 88, 92, 96, 100, 104, 108, 112, 116, 120, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150,
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154, 1588, 162, 166, 170, 174,178, 182, 186, 190, 194, 198, 202, 206, 210, 214, 218, 222, 226 o 230, (b) CDRH2
comprendida en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34,
36, 40, 42, 46, 50, 54, 60, 62, 66, 70, 74, 78, 80, 84, 88, 92, 96, 100, 104, 108, 112, 116, 120, 122, 126, 130,
134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 178, 182, 186, 190, 194, 198, 202, 206, 210, 214, 218,
222,226 0 230 y (¢) CDRH3 comprendida en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, 6,
10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 36, 40, 42, 46, 50, 54, 60, 62, 66, 70, 74, 78, 80, 84, 88, 92, 96, 100, 104, 108, 112,
116, 120, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 178, 182, 186, 190, 194, 198,
202, 2086, 210, 214, 218, 222, 226 o0 230 y una secuencia de aminoé&cidos de la regién variable de la cadena
ligera que comprende: (d) CDRL1 comprendida en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
4, 8,12, 16, 20, 24, 28, 32, 38, 44, 48, 52, 56, 58, 64, 68, 72, 76, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118,
124, 128, 132, 136, 140, 144, 148, 152, 156, 160, 164, 168, 172, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208,
212, 216, 220, 224, 228 0 232, (e) CDRL2 comprendida en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 4, 8,12, 16, 20, 24, 28, 32, 38, 44, 48, 52, 56, 58, 64, 68, 72, 76, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114,
118, 124, 128, 132, 136, 140, 144, 148, 152, 156, 160, 164, 168, 172, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204,
208, 212, 216, 220, 224, 228 o 232 y (f) CDRL3 comprendida en la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 38, 44, 48, 52, 56, 58, 64, 68, 72, 76, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106,
110, 114, 118, 124, 128, 132, 136, 140, 144, 148, 152, 156, 160, 164, 168, 172, 176, 180, 184, 188, 192, 196,
200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228 o0 232.

La proteina de unién a HER3 aislada de la presente invencién preferentemente comprende una secuencia de
aminoécidos de cadena pesada que comprende (a) CDRH1 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por una seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 236, 251, 252 y 256; (b) CDRH2
que comprende la secuencia de aminoacidos representada por una seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 258, 278, 280 y 282; y (c) CDRH3 que comprende la secuencia de aminoécidos representada por
una seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 283, 285, 309, 313 y 315 y una secuencia de
aminoécidos de cadena ligera que comprende (d) CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por una seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 320, 334, 337 y 340; (e) CDRL2
que comprende la secuencia de aminoacidos representada por una seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 343, 356, 351 y 344; y (f) CDRL3 que comprende la secuencia de aminoécidos representada por
una seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 360, 381, 385y 387.

En ofra realizacién de la presente invencion, una proteina de unién aislada de la invencién comprende una
secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 36, 40, 42, 46, 50, 54, 60, 62, 66, 70, 74, 78, 80, 84, 88, 92, 96,
100, 104, 108, 112, 116, 120, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 178, 182,
186, 190, 194, 198, 202, 206, 210, 214, 218, 222, 226 y 230 y/o una secuencia de aminoacidos de la regidén
variable de la cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,
38, 44, 48, 52, 56, 58, 64, 68, 72, 76, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 124, 128, 132, 136, 140, 144,
148, 152, 156, 160, 164, 168, 172, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228 y 232.

En aun otra realizacién de la presente invencién, una proteina de unién aislada de la invencién comprende una
secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 2y 4,6y 8,10y 12, 14y 16, 18y 20,22y
24,26y28,30y32,36y38, 42y 44,46y 48,50y 52, 54y56,60y58 62y64,66y68 70y72, 74y 76,78
y 82,80y 82 84y86,88y90, 92y 94 96y98, 100y 102, 104y 106, 108y 110, 112y 114, 116y 118,122y
124,126y 128,130y 132, 134 y 136, 138 y 140, 142 y 144, 146 y 148, 150y 152, 154y 156, 158 y 160, 162
y 164, 166y 168, 170y 172, 174y 176, 178 y 180, 182y 184, 186y 188, 190y 192, 194 y 196, 198 y 200, 202
y 204, 206 y 208, 210 y 212, 214 y 216, 218 y 220, 222 y 224, 226 y 228 0 230 y 232 0, una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 34, 40, 60, 62 0 120 y una
secuencia de aminoécidos de la regién variable de cadena ligera representada por SEQ ID NO: 58 o 64,
respectivamente.

La proteina de unién a HERS3 aislada de la presente invencién comprende mas preferentemente una secuencia
de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 42, 54, 70, 92 0 96 y
una secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera representada por SEQ ID NO: 44, 56, 72,
94 0 98.

Un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regidn variable de la cadena pesada y una
secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 2 y 4 se
denomina "U1-39", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regidén variable de la
cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por
SEQ ID NO: 6y 8 se denomina "U1-40", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoéacidos de la regién variable de la cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 10 y 12 se denomina "U1-38", un anticuerpo que comprende una secuencia de
aminodacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 14 y 16 se denomina "U1-41", un anticuerpo que comprende
una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de
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la region variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 18 y 20 se denomina "U1-42", un anticuerpo
que comprende una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 22 y 24 se denomina "U1-
43", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y
una secuencia de aminoacidos de la regién variable de |la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 26 y 28
se denomina "U1-44" un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la
cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por
SEQ ID NO: 30 y 32 se denomina "U1-45", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la
regioén variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 36 y 38 se denomina "U1-47", un anticuerpo que comprende una secuencia de
aminodacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 42 y 44 se denomina "U1-49", un anticuerpo que comprende
una secuencia de aminoécidos de la regidn variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de
la region variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 46 y 48 se denomina "U1-50", un anticuerpo
que comprende una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 50 y 52 se denomina "U1-
51", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y
una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 54 y 56
se denomina "U1-53", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la
cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por
SEQ ID NO: 60 y 58 se denomina "U1-55", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la
regioén variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 62 y 64 se denomina "U1-57", un anticuerpo que comprende una secuencia de
aminodacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 66 y 68 se denomina "U1-58", un anticuerpo que comprende
una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de
la region variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 70y 72 se denomina "U1-59", un anticuerpo
que comprende una secuencia de aminoécidos de la region variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 74 y 76 se denomina "U1-
52", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y
una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 78 y 82
se denomina "U1-61", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la
cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por
SEQ ID NO: 80y 82 se denomina "U1-61.1", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos de
la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera representada por SEQ ID NO: 84 y 86 se denomina "U1-62", un anticuerpo que comprende una secuencia
de aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regidn variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 88 y 90 se denomina "U1-2", un anticuerpo que comprende
una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de
la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 92 y 94 se denomina "U1-7", un anticuerpo
que comprende una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 96 y 98 se denomina "U1-
9", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y
una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 100 y
102 se denomina "U1-10", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada
por SEQ ID NO: 104 y 106 se denomina "U1-12", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos
de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena
ligera representada por SEQ ID NO: 108 y 110 se denomina "U1-13", un anticuerpo que comprende una
secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la
regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 112 y 114 se denomina "U1-14", un anticuerpo
que comprende una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 116 y 118 se denomina
"U1-15", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID
NO: 122 y 124 se denomina "U1-20", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién
variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 126 y 128 se denomina "U1-21", un anticuerpo que comprende una secuencia
de aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regidn variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 130 y 132 se denomina "U1-22", un anticuerpo que
comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 134 y 136 se denomina
"U1-23", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID
NO: 138 y 140 se denomina "U1-24", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién
variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera
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representada por SEQ ID NO: 142 y 144 se denomina "U1-25", un anticuerpo que comprende una secuencia
de aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regidn variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 146 y 148 se denomina "U1-26", un anticuerpo que
comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 150 y 152 se denomina
"U1-27", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID
NO: 154 y 156 se denomina "U1-28", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién
variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 158 y 160 se denomina "U1-31", un anticuerpo que comprende una secuencia
de aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regidn variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 162 y 164 se denomina "U1-32", un anticuerpo que
comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 166 y 168 se denomina
"U1-35", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID
NO: 170 y 172 se denomina "U1-36", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién
variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 174 y 176 se denomina "U1-37", un anticuerpo que comprende una secuencia
de aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regidn variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 178 y 180 se denomina "U1-34", un anticuerpo que
comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 182 y 184 se denomina
"U1-1", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada
y una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 186 y
188 se denomina "U1-3", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regidén variable
de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada
por SEQ ID NO: 190 y 192 se denomina "U1-4", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos
de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera representada por SEQ ID NO: 194 y 196 se denomina "U1-5", un anticuerpo que comprende una
secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la
regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 198 y 200 se denomina "U1-6", un anticuerpo
que comprende una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 202 y 204 se denomina
"U1-8", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada
y una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 206 y
208 se denomina "U1-11", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena pesada y una secuencia de aminoéacidos de la regidn variable de la cadena ligera representada
por SEQ ID NO: 210 y 212 se denomina "U1-16", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos
de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera representada por SEQ ID NO: 214 y 216 se denomina "U1-17", un anticuerpo que comprende una
secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la
regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 218 y 220 se denomina "U1-18", un anticuerpo
que comprende una secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada y una secuencia de
aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 222 y 224 se denomina
"U1-33", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada por SEQ ID
NO: 226 y 228 se denomina "U1-29", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién
variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 230 y 232 se denomina "U1-30", un anticuerpo que comprende una secuencia
de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 34 se denomina "U1-
46", un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoéacidos de la regién variable de cadena pesada
representada por SEQ ID NO: 40 se denomina "U1-48", un anticuerpo que comprende una secuencia de
aminodacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 60 y 58 se denomina "U1-55.1", un anticuerpo que comprende
una secuencia de aminoéacidos de la regién variable de la cadena pesada representada por SEQ ID NO: 120
se denomina "U1-19" y un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la regidn variable de
la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera representada por
SEQ ID NO: 62 y 64 se denomina "U1-57.1". Estos anticuerpos se describen en detalle en los Ejemplos.

La proteina de unién a HER3 aislada de la presente invencién comprende incluso més preferentemente una
secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 42 y 44, respectivamente, una secuencia de
aminodacidos de la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena ligera representada por SEQ ID NO: 54 y 56, respectivamente, una secuencia de aminoacidos de
la regién variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
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ligera representada por SEQ ID NO: 70 y 72, respectivamente, una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada y una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 92 y 94, respectivamente, o una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena pesada y una secuencia de aminoécidos de la regién variable de la cadena ligera representada
por SEQ ID NO: 96 y 98, respectivamente, y aln incluso mas preferentemente, las proteinas de unién a HER3
son U1-49, U1-53, U1-59, U1-7 o U1-9, que son un anticuerpo anti-HERS3.

[Comp. quimico 14]
Listado de Secuencias
Anticuerpo U1-39

1 ADN de cadena pesada:

GAGGTGCACGCTGGTGGAGTCTGCAGCGAGGLTTGATCCAGCCTGGGGGETCCCTGAGALTE
TCCTGTGCAGCCCTCTGCGTTCACCGTCAGTAGCAACTACATCGAGCTGGGTCCGCCAGGLT
CCAGGGAAGGGGCTGCATTCGCCTCTCACTTATTTATAGCGGTGGTAGCACATACTACGCA
GACTCCGTGAAGGGCCCATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTT
CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGECCATGTATTACTGTGCGAGAGGGCAGTGE
CTGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

2 Proteina de cadena pesada:

EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAASGFTVS SNYMSWVRQAPGKGLDWVSVIYSGESTYYA
DEVEGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGOWLDVWEQGTTVIVES

3 ADN de cadena ligera:

CATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGGLLTCC
ATCTCCTGCAGGTCAAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGCATTGE
TACCTGCAGAGGCCAGGGCAGTCTCCACAACTCCTGTTCTATTTGGGTTTTCATCGGGCC
TCCGGGGTCCCTGACAGGETTCAGTGGCAGTCGATCAGGCACAGATTT TACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATETTCGCETTTATTACTGCAGGCAAGCTCTACARACTLCG
CTCACTTTCGGCGGAGCGGACCAAGGTGGAGATCAAA

4 Proteina de cadena ligera:

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRESQSLLHSNGYNYLDWY LORPGOSPQLLFYLGFHRA
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCROALQTPLTFGGGTRVEIK

Anticuerpo U1-40
5 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGTACTCTCTCTGGTCGCTCCATCAGCAGTGGTGETTACTACTGEAGCTGGATCCGC
CAGCACCLAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTCCGTACATCTATTCCAGTGGGAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCPCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCIGTGACTGCCGCGCACACGGCCETGTATTACTGTGCGAGAGAT
AGGGAACTGGAACTTTACTACTACTACTACGGTATGCGACGTCTGGGGCCAAGGGACCALE

GTCACCGTCTCLTC

6 Proteina de cadena pesada:

QVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVIGES IS SGEYYWSWIRQRPCGKGLEWIGYIYS8GSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQF SLKLESVTAADTAVYYCARDRELELY Y Y YYGMBVRNGQGTT

VIS
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7 ADN de cadena ligera:

GATATTGTCATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCLCTGGAGAGCCGGCCTCL
ATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGTATAGTAATGGATACAACTATTTGGAT TGS
TACCTGCAGRAGCCAGGCCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTCGGTTCTAATCGGECE
TCCEGEGGTCCCTGACAGCTTCAGTGGCAGTGCATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGCAGCCTGAGCATGTTGECATTTATTACTGCATGCARGCTCTACAAACTCCG
CTCACTTTCGECEGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

8 Proteina de cadena ligera:

DI{IMTQS PLSLPVIPGEPASISCRSSQSLLYSNGYNYLDWYLQKPGQS ?QLLIYLGSNRA
SGVPDRFSGSCGEGTDFTLKI SRVEAEDVGIYYCHMRALOTPLY FGGGTRVEIK

5 Anticuerpo U1-38
9 ADN de cadena pesada:

CAGATCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCCACACAGACCCTCACGCTG
ACCTGCACCTTCTCTGGGTTCTCACTCAGCACTACTGGAGTECGTGTGEGCTCGATCCGT
CAGCOCCCAGGAAAGGCCCTCGACTGECTTGCACTCATTTATTGGAATGATCGATARGCGC

o

TACAGCCCATCTCTGAACAGCAGGCTCACCATCACCAAGGACALCTCCARRRACCAGGTG
GTCCTTACAATGACCAACATGGATCTTGTGGACACAGCCACATATTACTGTGTACACAGA
GACCAAGTTCGAGGGTTTGACTACTGGEGCCAGGGAACCCTCGTCACCGTLTCCTCA

10 Proteina de cadena pesada:

QITLKESGPTLVKPTOTLTLTCTPSGFSLESTSCGVEVEWIRQPPGKALDWLALIYWNDDKR
YOPSLKSRLTITKDTSKNQVVLTMTNMDLYDTATY YCVHRDEVRGFDYWGQGTLVTVSS

10 11 ADN de cadena ligera:

GATGTTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCOGTCACCCT IGGACAGCCGGLLTCL
ATCTCCTGCAGGTCTAGTCAAAGCCTCGTATACAGTGATGGATACACCTACTTGCATTGE
TTTCAGCAGAGGCCAGGCCAATCTCCAAGGCGCCTTATTTATAAGGTTTCTAACTGGGAL
TCTCCEGTCCCAGACAGATTCAGCGECAGTGGGTCAGGCACTGATTTCACACTGARAATC
AGCAGGCTGCAGGCIGAGCATETTCCCGTTTATTACTCCATGCAAGCTGCACACTEGCCG
ATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAMA

12 Proteina de cadena ligera:

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRESOSLVY SDGYTYLHWFQORPGOSPRRLIYKVSNUD
SGVPDRFSGSGSGIDFTLKISRVEAEDVGVY YCMUGABRPITFCQGTRLEIK

Anticuerpo U1-41
15 13 ADN de cadena pesada:
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CAGGTGCAGCTECAGGAGTCGEGCCCAGCGACTGETGAAGCCTTCACAGACCCTETCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTEGCTCCATCACCAGTGGCTGEETACTACTGGAGCTGGATCLGE
CAGCACCCAGGGAAGGGECCTGGAGTCGCGATTGECTACATCTATTACAGTCGCGAGLACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCETCTATTTCTGTCCGAGAGAT
CGGGAACTTGAGCGGTTACTCCAACTACTACGGTGTGGACCTCTEGGGCCAAGEGACCALCG

GTCACCGTCTCCTC

14 Proteina de cadena pesada:

QUVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSCESISSGEYYWSWIRQHPCKGLENIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLELSSVTAADTAVYFCARDRELEGYSNYYGVDVNGQGTT

VIVS

15 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCOTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACT
ATCACTTCCCGGGCAACTCAGGCCATTAGCAACTATTTAAATTCGTATCAGCAGAAACCA
GGCAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTCGCATCCAGTTTGCAAACTGGGETCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
CAAGATTTTGCCAACTTATTACTGTCAACAGAATAATACTCICCCGATCACCTTCGGCCAA
GGGACACCACTGGAGATTAAA

16 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPESLSASVCDRVIITCRASQATISNY LIWYQOKPCKAPKLLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGEGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQONNSLPITFCQCTRLEIXK

Anticuerpo Ul-42
17 ADN de cadena pesada:

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCAGAGGTCAARAACCCCGGGGAGTCTCTGAAGATC
TCCTGTAAGGGTTCTGGATACAGCTTTACCAGCTACTCGATCEGCTGGCETGCEGCCAGATG
CCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATCGCGATCATCTATCCTCGTGACTCTGATACCAGATAL
RGCCCGTCCTTCCARGGCCAGGTCACCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTAL
CTGCAGTGGAGCAGCCTCAAGGCLTCGCACACCGCCATGTATTACTGTGCCGAGACATGAA
AACTACGGTGACTACRACTACTGGGCCCAGCGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

18 Proteina de cadena pesada:

EVQLVOSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVROMPGKGLEWMGIIYPGDEDTRY
SPEFQGOVITSADKSISTAYLOWSSLKASDTAMY Y CARHENYGDYNYWGQGTLVTVSS

19 ADN de cadena ligera:

CACATCCAGATCACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTECATCTGTCCGAGRCAGAGTCACL
ATCACTTGCCCGGGCAAGTCAGAGCATTCCCAGCTATTTAALTTGGTATCAGCAGARACCA
GGCARAGCCCCTARGCTCCTGATCTATGCTGCTTCCAGTTTGCAAAGTGCGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTCCAALCT
GAAGATTTTCGCACTTTACTCCTGTCAACAGAGTAACCGTTCCCCGCTCACTTTCEGCGGA
GGGACCAAGGTGGAGATCAAA

20 Proteina de cadena ligera:

23



5

10

15

ES 3009 871 T3

DIOMTQSPSSLSASVEDRVTITCRASQOSIRSY LWYQOK PCGKAPKLLIYAASSLOSGVPS
RESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFALYCCQQSNGSPLTFGEGGTRVEIK

Anticuerpo U1-43
21 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGCGAGTCEGGCCCAGGACTGETCAAGCCTTCACAGACCLTGTCCOTC
ACCTGCACTCTCTCTGGETGCCTCCATCAGCCAGTGGTGCTTACTACTGCAGCTGGATCCGT
CAGCACCCAGGGAAGCGCCTGCGAGTGGATTGECTACATCTATTACAGTGEGAGCACCTAT
TACAACCCGTCCCTCAGGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCECEGACACGGCCGTGTATTACTGTGCCAGAGAT
AGAGAGAGAGAGTGGGATGATTACGGTGACCCCCAAGGTATGCACGTCTGGGGCCAAGGG

ACCACGGTCACCGTCTCCTC

22 Proteina de cadena pesada:

OVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVEGESISSGAYYWSWIRQBPGKCGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLRSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDREREWDDYGD PQGMDVWGHG

TTVIVS

23 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGCGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTACATTGGTATCAGCAGAAALCA
GGGAAAGCCLCCTAAGCTCCTCGATCCATCCTCCATCCAGTTTACARAGTCGEGTCCCATCA
AGGTTCAGTGCCAGTGCATCTGCCACACATTTCACTCTCACCATCAGTAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTAACCCGCTCACTTTCGGLGGA

GGGACCAAGCGTGGAGATCCAA
24 Proteina de cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQSISSYLEWYQQKPGRAPKLLIHAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSNPLTFGGGTKVEIQ

Anticuerpo U1-44
25 ADN de cadena pesada:

GAGGTGCAGCTCGTCCAGTCTCEAGCAGAGETGARAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAGATC
TCCTGTAAGGGTTCTGCGATACAGCTTTACCAGCTACTGCATCCGCTGGGTGCGCCAGATG
CCCGGRARAGGCCTCGAGTGGATGEGEATCATCTGGCCTGGTGACTCTGATACCATATAC
AGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCACCATCTCAGCCCGACAAGTCCATCAGCALLGICTAL
CTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGACATGAA
AACTACGGUGACTACAACTACTGGGGCCAGCGAACCLCTGGT CACCETCTCCTCA

26 Proteina de cadena pesada:

BVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVROMPGKCGLEWMCGYIIWPEGDSDTIY
SPEFQGQOVTISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMY YCARBENYGDYNYWGQGTLVTVSS

27 ADN de cadena ligera:
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GACATCCAGATCACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCALCC
ATCACTTGCCCGGCAAGTCAGAGCATTCCAAGTTATTTAAATTGGTATCAGCAGAALCCG
GGGAATGCCCCTAAACTCCTGATCTATCCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCACTTTACTACTGTCAACAGAGTATCAGTTCCCCGCTCACTTTCCGLGGA
GGGACCAAGGTGGAGATCAAA

28 Proteina de cadena ligera:

DICMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSIRSYLNWYQOKPCNAPKLLIYARASSLOSGVPS
RFSGSGSCTDFTLTISSLOPEDFALYYCOQSISSPLTFGGETKVEIK

Anticuerpo (U1-45)

29 ADN de cadena pesada:
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTEGEGCTCAGCTCAAGAAGCLTCEGGCLTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCACGTTATGATATCAACTGCGTGCEACAGGCC
ACTGGACAAGGGCTTGAGTCGATGGCATCGATGAACCCTARCAGTCGTGACACTGGCTAT
GCACAGGTGTTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCTGGAACACCTCCATAAGCACAGCCTAC
ATGGAACTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGATTTGGEE
GATCTCCCGTATGACTACAGTTACTACGAATGGITCCGACCCCTGGOGCCAGGGAALCCCTG
GTCACCGTCTCCTC

30 Proteina de cadena pesada:

QUVOLVQSGAEVKKPGASVEKVSCKASGYTFT SYDINWVRQATGQGLEWMGHMN PN SGDTGY
AQVFQGRVTIMTWNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARFGDLPYDYSYYEWFDPWGQGTL

VIVS
31 ADN de cadena ligera:

GARCATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGCCCAAGCCACGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTCGTATCAGCAGAGACCA
GOGAAAGCCCCTAAGCTCCTCGATCTATGCAGCATCCAGTTTGCARAGTEEGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTEGATCTGCGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GRAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCGLTCACTTTCGELOGA
GGGACCAAGGTGGAGATCARA

32 Proteina de cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASDSISSYLNWYQQORPGKAPKLLIYAASSLQBGVPS
RFSGSGSGTDRTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK

Anticuerpo (U1-46

33 ADN de cadena pesada:
CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGTCCAGCACTGGTGAAGCCCTCGCAGACCCTYCTCACTC
ACCTGETGCCATCTCCGEEGACAGTGTCTCTAGCAACAGTGCTGCTTGGAACTGGATCAGG
CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTCAGTGGCTGGGAAGCACATACTACAGGTCCAAGTGGTAT
AATGATTATGCAGTATCTGTCAAARGTCCAATAACCATCAACCCAGACACATCCARAGARAC
CAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGECTGTECTATTACTGTGCA
AGAGATCTYCTACGATTTTTGCAGTGGTTATCCCTACTACTACGGTATCGACCTCTGGGEE
CAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTC

34 Proteina de cadena pesada:

QVOLOQSGPCLVKPSOTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSRWY
NDYAVSVESRITINPDTSKNQFSLOLNSVIPEDTAVY YCARDLYDFWSGYPYYYEMDVWG
QCTTVTVS
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Anticuerpo Ul-47
35 ADN de cadena pesada:

CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGTCCAGCGACTCGTGAAGCCCTCECAGACCCTCTCACTL
ACCTGTGCCATCTCCEGGCACAGTGTCTCTAGCAACAGTGCTGCTTGGAACTGGATCAGE
CAGTCCCCATCCAGAGGCCTTCACGTGGCTGEGAAGCACATACTACAGGTCCAAGTGGTAT
ANTGATTATGCAGTATCTGTGRARAGTCCGAATAACCATCAACCCAGACACATCCAAGAAC
CAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCA
AGAGATTACTATGGTTCGGGCGAGTTTCTACTACTACTACGGTATGBACGTCTGGGCCCAA
GGGACCACGGTCACCGTCTCCTC

36 Proteina de cadena pesada:

OVQLOQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVI SN AAWNWIRQ SPSRGLEWLEGRTYYRSKWY

NDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLOLNSYTPEDTAVYYCARDYYGEGBFYY Y GHDVWEQ
GTTVTVS

37 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTG TCTGCATCTGTACGAGACAGRGTCACE
ATCACTTGCCGGCCAAGTCAGAGCATTACCACCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGGTCCTEGATCTATGCTGCATCCAATTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGCATCTCCGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAALCCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCTCGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCARA

38 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISSYLIWYQOKPCKAPKVLIYARSNLQSGVPS
RFESGSGSGTDFILTISSLOPEDFATYYCOQRSYSTPRTFGOGTKVEIK

Anticuerpo U1-48
39 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCCGECCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTEGTCGCCTCCATCAGTAGT TACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGLLC
GCCGCGAAGGOACTGCAGTGGATTGCGGCATATCTATACCAGTGGGAGCACCAACTACAAL
CCCTCCCTCAACGAGTCGAGTCACCATETCAGTAGACACGTCCAACGAACCAGTTCTCLCTG
AAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCCEACACGGCCGTGTATTACTGTGCCAGAGAAGCGATT
TTTGGAGTGGGCCCCTACTACTACTACCGTATGGACGTCTGGCCCCAAGEGACCALGETC
ACCGTCTCCTC

40 Proteina de cadena pesada:

OVQLOESGPGLVEPSETLSLTCTVSGESISSYYWSWIROPAGKGLEWIGHIYTSGSTNYN
PSLESRVTMSVDTSKNOFSLKLSSVTAADTAVYYCARBATIFGVGPYYYYGMDVWCQGTTV
V3

Anticuerpo U1-49
41 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGEETGCAGTCTGGGECTCAGCTCAAGAAGCCTCGGGCCTCAGTEAAGGTC
TCCTECAAGGCTTCTGCATACACCTTCACCGGCTACTATATGCACTGGETGCCACAGGLL
CCTGGACAAGGGCTTGAGCTGCATCCGATGCATCAACCCTAATATTGGTCCCACARRCTGT
GCACAGARAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATCGACCAGGGACACGTCCATCAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACACGCCCGTGTATTACTGTCCGAGAGEGGSGA
COGTATAGCAGCAGCTGGTCCTACTACTACTACGETATEGACCTCTGGGGCCAAGEGALC
ACGGTCACCGTCICCTC

42 Proteina de cadena pesada:
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QUQLVQSGAEVKRPGASVRVSCRABGYTFTGYYMHWVROAPGQCLEWMCWINPNIGGTNC
AQKFQGRVTMTIRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGGRY SSSHSYYYYGMDVWGQGT

TVTVS
43 ADN de cadena ligera:

GATATTCTGATGACCCAGACTCCACTCTCTCTETCCEGTCACCCCTGGACAGLCGGCCTCC
ATCTCCTCCAAGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCTTAGTGATGBAGGGACCTATTTGTATTGEG
TACCTGCAGAAGCCAGGCCAGCCTCCACAGCTCCTGATCTATGAAGTTTCCAACCGGETTC
TCTGGAGTGCCAGATAGGTTCAGTGGCAGCGGGTCAGGGACAGAT TTCACACTGAAAATC
AGCCGLEETGEAGGCTGAGGATGTTAGEGTTTATTACTGCATCGCAAAGTATCCAGCTTCCG
ATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAAATTAAA

44 Proteina de cadena ligera:

DILMTQTPLSLSVIPGOPASISCRS SQSLLLEDGEGTYLYWYLOKPGQPRPQLLI YRVSNRF
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY YCMOSMOLPITFGQGTRLEIK

Anticuerpo U1-50
45 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTEGTGAAGCCTTCGGAGACLUTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCUTGGTCGCTCCGTCAGCAGTCATCCTTACTACTGGAGCTGCGATCCGG
CAGCCCCCAGGCAAGGGACTGGAGTGGATTGCGETATATCTATTACAGTGCEAGCACCAAC
PTACAACCCCTCCCTCRAGAGTCCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCARGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTCACCCCTGCEGGACACGECCGTGTATTACTGTGCGAGAGES
GCGGACAGTAACTACGAGGATTACTACTACTACTACGGTATCCALCGTCTGGGGCCAAGCE

ACCACGGTCACCGTCTCCTC
46 Proteina de cadena pesada:

QVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVESGGEVESCOYYWIWIRQPPGKGLEWIGY IYYSGSTN
¥NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGGDSNYEDY YYYYGMDVHGQG

TIVIVS
47 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACL
ATCACTTGCCGGCCAAGTCAGAGCATTAGCATCTATTTACATTGGTATCAGCAGARACCA
GEGAAAGCCCCTAAGCTCTTIGATCTCTGCTGCATCCAGTTTGCARAGTGCEGTCCCGTCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGAAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTYACACTTCCCCGATCACCTTCGGCCAA
GGGACACGACTGGAGATTAAA

48 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQSISIYLHAWYQQKPGKAPKLLISAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTIRSLOPEDFATYYCQQSYTEPITFGQGTRLEIK

49 Anticuerpo U1-51
ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGETCGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTCTCTCTCGTCCCTCCATCAGTAGTTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGCCL
CCAGGGAAGGGACTGCAGTGGATTGGETATATCTATTACAGTCCGAGCACCAACTACAAC
CCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAACGCACCAGTTCTCCCTG
AAGCTGAGCTCTGTCACCCCTGCGGACACGGLCGTGTATTACTGTGCCAGAGATTCGAGT
TACTATGATAGTAGTGGTTATTACTTATACTACTACGCTATGGACGTCTGGGGCCAAGGE
ACCACGGTCACCGTCTCCIC
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50 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTIVSGES IS SYYWEWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYN
PSLEKSRVTISVDTSKHQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDSSYYDSSGYYLYYYAMDYWGEQGE
TTVIVS

51 ADN de cadena ligera:

CACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCOTGGLTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACT
ATCAACTGCAAGTCCAGCCAGAGTGTTTTATACAGCTCCAACAATAAGAACTACTTAGCT
TGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTCCTGEGCATCTACCCGG
GAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGECAGCAGGGTCTGGCACAGATTTCACTCTCACT
ATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTCCCAGTTTATTACTGTCAGCAATATTATACTACT
CCICTCACTTTCCCCCCTCEGACCARAGTGGATATCARA

52 Proteina de cadena ligera:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLY SSNNKNYLAWYQOKPGOPPRLLISWASTR
ESGVPDRESGSGESGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOYYTTPLTFGPGTKVDIK

Anticuerpo U1-53
53 ADN de cadena pesada:

GAGGTGCAACTGGTCGAGTCTGGGECACGCTTGGTACAGCLTEGEGEETCCCTGAGACTE
PCCTGTGCAGCCTICTGGATTCACCTTCAGTATCTATAGCATGAACTGGGTCCGCLAGGLT
CCAGGGAAGGGECTCCGACTCEETTTCATACATTAGTAGTAGTAGTAGTACCATATACTAC
GCAGACTCTGTCAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCARGAACTCACTGTAT
CTGCARATGAACAGCCTGAGAGACGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATAGG

GGTGACTTCGATGCTTTTGATATCTGCGGCCARGCCACANT GG CACCGTCTCTTCA

54 Proteina de cadena pesada:

EVQLYESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFEIY SHNWVRQAPGKGLEWYSYISS88STIYY
ADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARDRGDFDAFDINGQGTHVTVSS

55 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATCACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTACCAACTATTITGAATTGGTATCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTARGCTCCTGATCTACGATGCATCCARTTTGCAAACAGGCGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGAAGTGGATCTCGGACAGATTTTACTTTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATATTGCAACATATAACTGTCAACAGTGTGARRATTPCCCGATCACCTTCGGCCAA
GGGACACCACTGGAGATTAAA

56 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDITNYLNWYQOKPGKAPKLLIYDASNLETGVES
RFSGSGSETDFTFTISSLOPEDIATYNCQQCENFPITFGOGTRLEIK

Anticuerpo U1-55
57 ADN de cadena ligera:

GATATTGTGATCGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGBAGAGCCGGCLTCC
ATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGTATAGTAATGCATACAAGTAT TTGGATTGCG
TACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGLC
TCCEGEGTCCCTCACAGGTTCAGTGGCAGTGCATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGCATGTTIGGEECTTTATTATTGCATCCAGGCTCTACAAACTCCG
ATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA

58 Proteina de cadena ligera:
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DIVMTQSPLSLPVTPGEPASI SCRESQSLLYSNGYKYLDWYLOKPCQSPQLLIYLGSNRA
SGVPDRFSGEGSGTDPTLRISRVEAEDVGVYYCMOALQTPITFGQGTRLEIK

Anticuerpo (U1-55.1)
59 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTCCAGGAGTCOGECCCACGACTGETEGAAGCCTTCEGAGACCCTGTCCLTL
ACCTGCACTGTCTCTCGTGGLTCCGTCAGCAGTCGTGGTTACTACTGGAACTGGATCCEG
CAGCCCCCAGGGAAGGCACTGGAGTGCATTGGGTATATCAATTACAGTCCGGAGCACCAAC
TACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGEACACGECCETGTATTACTGTGCGAGAGAT
COGAGAACTGGAACTTTACTACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCALG

GTCACCGTCTCCTC

60 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGS VS SCOYYWNWIRQPPGKGLEWIGY INYSGSTH
YNPSLEKBRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDRELELY YYVYGMDVHGQGTT

Vivs

Anticuerpo (U1-57)

61 ADN de cadena pesada:
CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGECCCAGCGACTGGTGAAGCCTTCTGAGACCLTGTCCCTC
ACCTGCACTATCTCTGGTGGCTCCGTCAGCAGTEGTGGTTACTACTGGAACTGGATCLGE
CAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGCATTCGGTATATCAATTACAGTGGGAGCACCAAC
TACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTC
TCCCTGARGCTGAGCTCTGTGACCGLCTGCOCACACGGCCGTETATTACTGTCGCGAGAGAT
CGAGAACTGGAACTTTACTACTACTACTACCGTATGGACGTCTGGCGCCAAGGGACCACG
GTCACCGTCTCCTC

62 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGE VS SGEYYWNWIRQPPCKGLEHIGYINYSGSTN
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLEKLSSVTAADTAVYYCARDRELELYYYYYGMDVWGQGTT

Anticuerpo U1-57.1
63 ADN de cadena ligera:

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCLCTGEAGAGCCOGCCTCC
ATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGTATAGTAATCGATACAAGTATTTGGATTGG
TACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCATGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCC
TCCOEEEGTCCCTGACAGGTTCACTGCCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGCCTTTATTATTGCATGCAGGCTCTACAAACTCCG
ATCACCTTCGGCCAAGCGACACGACTGGAGATTAAA

64 Proteina de cadena ligera:

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRESQSLLYSNGYKYLDWYLQKPGQSPQLMIY LGSNRA
SGVPDRFSCGSGSGTDFTILKISRVEAEDVGVYYCMQALQTRITFCGQGTRLEIK

Anticuerpo U1-58
65 ADN de cadena pesada:
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CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTCGGGECAGGCETGCTCCAGCCTCGGAGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATCECATGCACTGCETCCGCCAGECT
CCAGGCAAGGGGLTGCAGTGGGTGOCAGTTATATGGTATGATGCAAGTAATAAATACTAT
GCAGACTCCGTGRAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCARGRACACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGCACACGGCTGTCTATTACTGTCCGAGAGCAGCT
CGCCTTGACTACTACTACCGTATGCGACBTCTGGGGCCAAGGGACCACCETCACCEGTCTCC
TCA

66 Proteina de cadena pesada:

QVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTFSSYCGMHWVROAPGKGLEWVAVIWYDGSNKYY
ADSVEGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARAARLDYYYCGMDVWGQGTTVIVS
S

67 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCPCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCTCC
ATCACTTGCCCGGGCAAGTCAGAGCATTARCAGCTATTTAAATTGGTTTCAGCAGAAGCCA
GGGAAAGCCCCTCAGCTCCTGATCTTTGGTCCATCCGETTTGCARAGTGEGETCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTCGCATCTGGCACAGATTTCACTCTCACCATCAACAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTTCCCCGCTCACCTTCGGCCAA
GGGACACGACTGGAGATTAAA

68 Proteina de cadena ligera:

DICMTQSPSSLSASVEDRVSITCRASQS INSYLNWFQQKPGKAPQLLIPGASCGLOSGVPS
RFSCGSGSGTDFTLTINSLOPEDFATYYCQOSYSSPLTFGQGTRLEIK

Anticuerpo U1-59
69 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCCCAGGACTGITGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCLCTC
ACCTGCGCTCTCTATCGTCGGTCCTTCAGTGETTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCL
CCAGGGAAGGGGCTGCACGTGCATTGGCGARATCAATCATAGTGGAAGCACCAACTACAAC
CCGTCCCTCAAGAGTCCAGTCACCATATCAGTAGAAACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTG
AAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTETGCCAGAGATAAGTGG
ACCTGGTACTTCCATCTCTGGGECCGTEGCACCCTGETCACTGTCTICCTCA

70 Proteina de cadena pesada:

QVQLOOWGACGLLKPSETLSLTCAVYGGS FSGYYWSWIRQPPGKGLEWIGE INHSGSTNYN
PSLKBRVTISVETSKNQFSLKLSSVIALDTAVYYCARDEWTWYFDLWGRGTLYTVSS

71 ADN de cadena ligera:

GACATCOAGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGECTGTETCTCTGRGCGAGAGGGLCACT
ATCAACTGCAGGTCCAGCCAGAGTGTITTATACAGCTCCAGCAATAGGAACTACTTAGCT
TGGTACCAGCAGAACCCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACTEGGCTICTACCCGE

GAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGCTCTCGCACAGATTITCACTCTCACC
APCAGCAGCCTGCAGGCTCAAGATCTCGCAGTTTATTACTGTCAGCAATATTATAGTALY
CCTCGGACGTTCGGCCAAGGCACCAAGGTGGAAATCARA

72 Proteina de cadena ligera:

DIEMTQSPDSLAYSLGERATINCRSSQSVLY SSSHRNYLAWYQONPGQPPXLLIYWASTR
ESGVPDRFSGSGSGTDITLTISSLOAEDVAVYYCQQYYSTPRTFGQGTKVELK
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Anticuerpo U1-52
73 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGCACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTETCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTCCTTACTACTGGAGCTGGATCCEC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTCGAGTGGATCGGCGAACATCTAT TACAGTGGGAGCALCLCTAL
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTGAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAACTCTCTGACTGCCGCECACACGGLCCETATATTACTGTCCGAGAGGG
GGAACTGGAACCAATTACTACTACTACTACGETATGCGACGTCTGGEECCAAGGGACCACG
GTCACCGTCTCCTC

74 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPCLVKPSQTLELTCTVSGES IS SGOYYWSWIRQHPGKGLEWMGNIYYSGSTY
YNPSTLEKSRVTISVDTSENQFSLKLNSVTAADTAVYYCARGEGTGTNY YY YYGMDVWGQGTT
LA

75 ADN de cadena ligera:

GCAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCALC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTCTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAA
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCTGGGCCACTGGCATCCCA
AACAGGTTCAGTGGCAGTGCGTCTGGCACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTPGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTCACTTTCGGC
GGAGGGACCRAGGTGGAGATCARA

76 Proteina de cadena ligera:

EIVLTQSPCTLSLSPGRERATLSCRASQSVESSYLAWYQOKPGOAPRLLIVGASSWATGIP
NRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-61
77 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCCAGCTGCAGEAGTCGGGCCCAGCACTGETCAAGCCTTCACAGACCCTETCCLTC
ACCTGCACTGTCTCTGOTETCTCCATCAGCAGTGGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGL
CAGCACCCAGGGATGCGCCTGGAGTCCATTCGCTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCARGAGTCCAGTCACCATATCAGAARGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGRAAGCTGAGCTCTGTGACTCCCGCGCACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAT
TCCGAGTCCGAGTATAGCAGCTCGTCGAACTACGGTATGGACGTCTCGGECCAAGGGALCT
ACGGTCACCGTCTCCTC

78 Proteina de cadena pesada:

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGVSLSSGEYYWSWIRQHPGMGLEWIGY LY YSGSTY
YNPSLEKSRVITISEDTSKNQF SLEKLSSVTAADTAVYYCARDSESEYSSSENYGMDVWGQGT
TVTVS

Anticuerpo U1-61.1
79 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCLLCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGETCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGTCTCCATCAGCAGTGCCTGGTTACTACTGCGAGCTGGATLLCGC
CAGCACCCAGGGATGGGCCTGGAGTGEATIGGCTACATCTATTACAGTGOGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCCAGTCACCATATCAGAAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTCAGCTCTGTGACTGCCGCGCACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAT
TCCGAGTCCGAGTATACCAGCTCGTCGAACTACGGTATGGACGTCTCGGGECAAGGGACT

ACGGTCACCGTCTCCTC

80 Proteina de cadena pesada:
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QVOLQESGPCLVKPEQTLSLTCTVSGVE IS8GEYYWSWIRQHPGMGLEWIGY IV YSGSTY
INPSLKSRVIISEDTSKNQFSLKLESVTAADTAVYYCARDSESEY S S8 SNYGHMDVWGQGT
TVTVS

81 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTCCATCTGTAGGAGACAGAATCACC
ATCACTTGCCGGGCARGTCAGACCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGRARCCA
GGEARAGCCCCTAAGCTCCTCATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAGGTEGGEGTCCCATCA
AGGTTCAGTOCGCAGTGTATCTCGGACAGATTTCACCCTCACCGTCAGCAGTCTGCAALCCTY
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTAACCCGLTCACTTTCOGLGGA
GGGACCAAGGTGGAGATCAAA

82 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQOSPSBLSASVGDRITITCRASOTISSYILNWYQQKPEKAPKLLIYAASSLOGGVERS
RFSGSVSGTDFTLTVSSLOPEDFATYYCQUSYSNPLTFGCGTKVEIK

Anticuerpo U1-62 (2.9.1)
83 ADN de cadena pesada:

GAGGTGCAGCTGGTCCAGTCTGGAGCAGAGGTCARARAGCCCEGBEAGTCTCTGAAGATC
TCCPETAAGGGTTCTCGATACAGTTTTACCAGCTACTGCATCGGCTGAGTGCGCCAGATG
CCCOBGGARAGGCCTGGAGTGCATCCCCATCATCTATCETGETGACTCTGATACCAGATAC
AGCCCGTCCTTCCARGGCCAGGTCACCATGTCAGCCGACAAGTCCATCAGTACCGCCTAL
CTGCAGCTGAGCAGCCATGAAGGCCTCCGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGACAGAT
GGCTGGAAACTACGTACATCACGCGTCGATCOGAGACGTCCTGGCEGCCAAGGCACCACEGTC
ACCGTCTCCTC

84 Proteina de cadena pesada:

EVQLYVQSCAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVROMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRY
SPSFOGQOVTMSADKSISTAYLQLS SHECLGHRAVLLCETDGWKLRTSRVIET SWGQGTTV
™G

85 ADN de cadena ligera:

CARAPTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTCTCTCCAGGGGAARGAGCCACC
CTCTCCTCCAGGGCCAGTCAGAGTGTTATCACGCATCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAR
CCTGGCCAGGLTCCCAGGCTCCTCATCTATGETGCATCCAGCAGGGCCACTEGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTOGCACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTCTATTACTCTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGTGCAGTTTTGGC
CAGGGGACCAAACTGGAGATCAAA

86 Proteina de cadena ligera:

BIVLTQSPGTLSLSPCERATLSCRASQSVIS IYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGLP
DRFSGSGSGTRFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPCEFGQGTKLEIR

Anticuerpo Ul-2
87 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCEGECCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTLCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGETGECTCCATCAGCAGTGGTCATTACTACTCGAGCTCGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGEAGTGEAT TGGGTACATCTATTACAGTSGCAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCTCAGGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGEACACGGCCETETAT TACTGTGCEAGRGLS
GATTACGATTTITGGAGTGGTTATTTTGACTACTGGGCCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCA

88 Proteina de cadena pesada:
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QVOLOESCPGLVKPSQTLSLTCTVS GGS I8 SCDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLRSRVTISVDTSKNGFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGY FDYWGQGTLYTV
ss

89 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCPCCATCCTCCCYGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCACGGGCATTAGAAATCATTTAGGCTGETATCAGCAGATACCT
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTCGCACAGAATTCACTCTCACAATCAACAGCCTGCAGCLT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATECTTACCCGTGGACGTTCGECCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

90 Proteina de cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQIPGKAPKRLIYAASSLOSGVRS
RFSGEGSGTEFTLTINSLOPEDFATYYCLOENGYPWTFGOGTEVEIK

Anticuerpo U1-7
91 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGEGCCCAGGACTGGTGAACCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGETGATTACTACTGGAGCTGCATCLLLE
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGCATACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAL
TACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTCAGCTCTGTGACTEGCCECCCACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGLG
GATTACGATTTTTGCAGTGCGTTATTTTGACTACTGGGCCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCA

92 Proteina de cadena pesada:

QVOLOESGPCLVKPSQTLSLTCTVSGGS IS SGDYYWSWIRQRPCKGLEWIGYTYYSGSTY
YNPSLESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY YCARADYDFWEGYFDYWGEQGTLVIV
88

93 ADN de cadena ligera:

GACTTCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTETCTCCATCTGTAGCAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCCGGCAAGTCAGCACATTCGARATGATTTAGGCTGCTATCGGCAGAAACLCT
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTCCATCCAGTTTGCARAGTGEGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTCGCACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTECAGCLT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTCGAAATCAAAC

94 Proteina de cadena ligera:

DFOMTQSPSSLSASVEDRVTITCRASQDIRNDLGWYROKPCKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOENSYPHTFGQGTXVEIK

Anticuerpo U1-9
95 ADN de cadena pesada:

CARGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGETGAAGCCTTCACAGACCLTGTCCLTC
ACCTGCACTGTCTCTCGTCECTCCATCAGCAGTOGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTCCATTGCATACATCTATTACACTGGGAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAATAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTCACTGCCGCGCACACGGLCGTGTATTACTGTGCGAGAGCS
GATTACGATTTITGGAATGGTTATTTTGACTACTGGGGCCAGGCAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCA

96 Proteina de cadena pesada:
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QVOLQESGPGLVKPSQOTLSLTCTVSGES ISSGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YRPSLESRVITISIDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADY DFWNGY FDYWGQGTLVTV

88
97 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACT
ATCACTTGCCEGCCAAGTCAGGACATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCEGGCAGABALCCT
GGGAAAGCCCCTARGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCCGCAGTECATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT

GRAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTCGACGCTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAA

98 Proteina de cadena ligera:

DIGMTQSPSSLSASVGEDRVTITCRASQDIRNDLGWYROXPGKAPKRLIVAASSLQSGVPS
RESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPWTFGOGTKVEIK

Anticuerpo U1-10
99 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCCGGCCCAGCGACTGETCAAGCCTACACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCLCTCGTGCCTCCATCAGCAGTGGTCATTACTACTGGAGCTGGATCCGL
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTCGGCTACATCTATTACRGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGACTTACCATATCAGTAGACACCTCTAAGAACCAGTTIC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCA
GATTACGATTTTTGGAGTGGTTACTTTCACTACTGCGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCA

100 Proteina de cadena pesada:

QVQLOQESGPGLVKPTOTLSLTCTVSGES IR SGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSETY
YNPSLESRLTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTV

s8
101 ADN de cadena ligera:

GRCATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTETCTGCATCYGTAGGAGACAGAGTCALC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGCCCATTAGAAATGATTTAGGCTGETATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGCGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTCTCTACAGCATAATAATTACCCGTGGACGTTCCGCCAA
GGCGACCAAGGTGGARATCAAA

102 Proteina de cadena ligera:

DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHENNY PWTFGOGTRVEIK

Anticuerpo Ul-12
103 ADN de cadena pesada

CAGGTGCAGCTECAGGAGTCGGGCCCAGGACTGETGAAGCCTTCACAGACCLTGTCCOTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCEL
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTCCAGTGCATTEGCETACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGTTCAGCTCTGTGACTECLECEGGACACCGLCGTGTATTACTGTGCGAGAGCE
CATTACGATTITTGGAGTGETTATTTTGACTACTGGGCCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC

TCCTCA

104 Proteina de cadena pesada:
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QVQLQESGPGLVKPSQTLSLICTVEGES ISSCDYYWSWIRQHPGKCGLEWIGY IYYSGSTY
YNPSLESRVIISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSCY FDYWGQGTLVIV

58
105 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGCGCATTAGAAATGATTTAGGCTGETATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTCATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGCGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAATTACCCGTGCACGTTCOGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCARA
106 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPESLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIVAASSLOSGVPS
RFSGSGSGPEFTLTISSLOPEDFATYYCLQEMIY PWTFGQCTKVELK

Anticuerpo U1-13
107 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGCGACTCGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCLTC
ACCTGCACTGTCTCTGCTEGCTCCATCAGCAGTGGTCETTACTACTGGAGCTGGATLLGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTCGGTACATCTATTACAGTCGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGRAGCTCAGCTCTGTGACTGCCGCOGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAG
GACGACGGTATGGACGTCTGGGCCCAAGGGACCACGCTCACCGTCTCCTCA

108 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPSQTLELTCTVEGES IS SCEYYWSWIRQHPGKGLEWIGY IYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLESVTAADTAVYYCAREDDGMDVWGQGTTVTVSS

109 ADN de cadena ligera:

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGLCGGLLTCC
ATTTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTEGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGAATGG
TACCTGCAGAAGCCAGGECAGTCCCCACAGTTCATGATTTATTTCGGGTCTAATCGGGLC
TCCCGGETCCCTCACAGGTTCACTCCCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGASGCTGAGGATGTTCCCET I TATTACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCG
ATCACCTTCGGCCAAGCGACACGACTGGAGATTARA

110 Proteina de cadena ligera:

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQBLLHESNGYNYLEWYLOKPGQSPOFMIYLGSNRA
SGVPDRFEGSGSGTDFTLKISRVEAEDVEVYYCMOALOTRITFGQGTRLEIK

Anticuerpo U1-14
111 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGCGAGTCGGGCCCAGGACTGGTCAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTCTCTCTGGTGCCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTCGAGCTGGATCLGC
CAGTACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGCGATTGEGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGT CTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGGTCTGTGACTCCCACGGACACGGCLCCTGTATTACTGTCCCAGAGLS
GATTACCATTTTTGGAGTGGTTATTTTGACTACTGGEGCCAGGGAACCCTGGTCACLETC

TCCTCA
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112 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVEGESISSCGDYYWSWIRQY PGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLRSRVTISVDTSKNQF SLKLRSVIAADTAVYYCARADYDFWSGYFRYWEOGTLVTV
58

113 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCIGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGT AL
ATCACTTGCLCGGECAAGTCAGGCCATTAGARATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGARAGCCCCTAAGCGCCTCATCTATCGCTGCATCCAGTTTGCARAGTCEGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGCGATCTCGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATACTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC
114 Proteina de cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNTY PWTFGQGTKVEIR

Anticuerpo UI-15
115 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTCGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTETCLCLTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCGTCAGCAGTGGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGEG
CAGCCCCCAGCCAAGGGACTGGAGTCCATTGGGTATATCTATTACAGTCGGAGCACCAAL
TACAACCCCTCCCTCARGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTC

TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCCCACACGGCCETGTATTACTOTGCGAGAGAT
GGGEACGTGGATACAGCTATGGTCCGATGCTTTTCATATCTGGGGCCAACGGACAATGETC
ACCGTCTCCTCA

116 Proteina de cadena pesada:

QVOLOESCPCLVKPSETLSLTCTVSGEEVE SGEYYHSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTH
YNPSLKSRVTPISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDGDVDTAMVDAFDIWCOGTMY

TVSS

117 ADN de cadena ligera:

GAAATTCTATTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCLACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTTTAAGCGGCAACTACTTAGCCTGGTACCAGCAGRAG
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCATCATCTCTCGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGCGCAGTCGGTCTGGCACAGACTTCACTCTCACCATCACAAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTCECAGTGTATTACTGTCAGCACGTATGATAGGTCACCGCTCACTTTCGGC
GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

118 Proteina de cadena ligera:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLSGNYLAWYQOKPGQAPRLIICGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTITRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTIFGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-19
119 ADN de cadena pesada:
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CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTCGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGG TGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGL
CAGCACCCAGGGARAGGGCCTGGAGTGCATTGCGTACATCTATTACAGTGGCAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCYGAGCTCTGTGACTGCCCCGGACACGGCLGTGTATTACTGTGCGAGAGGA
GATTACCGATTTITGCAGTGGAGAGCTTTCGACTACTGGCGCCAGGGAACCCTGGTCACEGTC
TCCTCA

120 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGS IS SCDYYWSWIRQHPGKCGLEWIGYIVYSGSTY
YNPSLESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGDYDFWSGEFDYWGOGTLVTV
35

Anticuerpo UI-20
121 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGCBCCLACGACTGGTGAAGCCTITCACAGACCCTETCLCTC
ACCTGCACTGCTCTCTGETGGCTCCATCAGCAGTEGTECGTTACTACTECAGCTGGATCCGE
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATGACAGTOGGAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTACGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTCGAGGTCTGTGACTGCCGCEGACACGGCCETGTATTACTGTGCGAGAGAT
CAGGGGCAGGACCCGATACAGCTATGGTTACGGCTACTACTACGGTATEGACGTCTGEGGC
CBAGGGACCACGGTCACCGTCTCLTC

122 Proteina de cadena pesada:

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGES ISECEYYWSHWIRQHPCGKCGLEWIGY IYDEGSTY
YNPSLEXSRVTISVDTSKNOFSLKLRSVTAADTAVYYCARDQGRDGY SYGYCYYYGMDVHWG
QGTTVTVS

123 ADN de cadena ligera:

CACATCCAGATCACCCAGTCTCCATCCTCCCTETCTGCATCTCTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCAGGCGAGTCAGCGACATTAGCAATTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTARACTCCTGATCTACGTTGCATCCAATTTGGAAACAGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGAAGTGGATCTGGGACAGATTTTACTTTCACCATCAGCAGCCTGCAGCLT
GAAGATATTGCAACATATTACTCTCAACAGTCTGATAATCTCCCTCTCACTTICGGLGGA
GGGACCAAGGTGGAGATCAAA

124 Proteina de cadena ligera:
124 Proteina de cadena ligera:

DIOMTOSPSSLSASVEDRVIITCRASOD IS LNWYQOKPGKAPKLLIYVASNLETGVPS
RFSGSGSGTDRFTFTISSLOPEDIATYYCOOCDNLPLTFGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-21
125 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGECCCAGCGACTGGTGAAGCCTTCACAGACLCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGETGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGEAGCTGEATCCGL
CAGCACCCAGOGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGATACATCTATTACAGTGGGAGCALLCTAC
TACAARCCCGTCCCTCAAGAGTCCAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGARACCAGTTC
TCCCTGAAGCTCAGCTCTGTCACTGCCGCCGACACGGLCETGTATTACTGTGCGAGAGLG
GATTACGATTTTTGGAGTGOTTATTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGATCACCGTC
TCCTC

126 Proteina de cadena pesada:

OVQLQESGPGLVKPSQTLSLPCTVSGESISSCDY YWSWIROHPGKGLEWIGY IYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTV
s
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127 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTICCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCALC
ATCACTTGCCCGGCAAGTCAGCGACATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCGGCAGAAACCT
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTCATCTATGCTGCATCCCGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGCTTCAGCGGCAGTGGATCTGGCACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTCCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTCGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

128 Proteina de cadena ligera:

DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRNDLGWYRQKPGKAPRRLIYAASRLOSGVPS
RFSGSCSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPHTFGQGTKVELK

Anticuerpo U1-22
129 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGCGACTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGCTCATTACTACTGCAGCIGGATCLGE
CAGCACCCAGGGAAGGGCCIGGAGTGCATTCGETACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTEAGCTCTCTGACTGCCECGGACACGEGCCGTETATTACTCTGCGAGAGLC
GATTACGATTTTTCGAGTGGTTATITTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGETCACCGTC
TCCTCA

130 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVEPSQTLSLTCTVSGGS IS SCDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGY FDYWGQGTLVTV
85

131 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACT
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGCCTGCTATCAGCAGAAACCA
GCGRAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAATGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTCGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCARAC

132 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLONGVPS
RFSGEGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHENSYPHTFCGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-23 Anticuerpo U1-23
133 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGECCLAGGALCTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGGTCCCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTCACTGCCGCGGACACGGCCOGTGTATTACTCTGCCGAGAGLG
GATTACGATTTTTCGAGTCGTTATTTTCGACTACTGGCGCCACGGAATCCTCGGTCACCGTC
TCCTC

134 Proteina de cadena pesada:

QUQLQESGPCLVKPSQTLSLTCTVSGGS ISSGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGY IYYSGETY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLELSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGRGILVTV
8
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135 ADN de cadena ligera:
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACT
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
CGGAAAGCCCCTAAGCGCCTEGATTTATGCTCCATCCAGTTTGCAAAGTGGGEGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGECACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GRAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATACGTTACCCGTCGACGTTCGGCCAA
GCGACCAAGGTGGAAATCAAAC

136 Proteina de cadena ligera:

DIOMTOSPSSLSASVGEDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHENSYPWIFGQGTKVEIK

5 Anticuerpo U1-24
137 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGEGCCCAGGACTAGTCAAGCCTTCACAGACCCTETCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGOTGECTCCATCAGTAGTEGCTGATTACTACTGGAGCTGCATCCGT
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTCEETACATCTATTACAGTGEGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACCGTCTRAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGTTGAGCTCTETGACTGCCCGCGGACACGGCCETGTATTACTGTGCGAGAGCC
GATTACGATTTTTCCAATGETTATTTTCGACTACTGGCGCCAGGGAACCCTGETCACCGTC

TCOTCA

138 Proteina de cadena pesada:

QVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGS ISSGDYYWEWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKERVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWNGYFDYWGQGTLYTV

SS
10 139 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTETCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCALC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATT TAGGCTGGCTATCAGCAGAAALCA
GGGARAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCARAGTGGEGTCCCATCA
AGCTTCAGCCGCACTGCGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCLT
GRAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAATPACCLGTGCACGTTCGGCCAR

GGGACCARAGGTGGAAATCAAA

140 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQOSPESLEASVGDRVTITCRASQCIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLOENNYPWIFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-25
15 141 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTGCTGECTCCATCAGCAGTGETCATTACTACTGGAGCTGGATCCGE
CAGCACCCAGGGAAGGGCLTGGAGTGGATTGGOTACATCTATTACAGTGEGAGCACCTAC
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TACAACCCGTCCCTCAAGACGTCCAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGRACCAGTTC
TCCCTGAAGCTCGAGCTCTGTGACTGCCGCEGACACGGCLGTEGTATTACTGTGCGAGAGLC
GATTACGATTTTTGCGAGTGCTTATTTTCGACTACTCGGGCCAGGGARCCCTGGTCALCCETC
TCCTCA

142 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGS ISSGDYYWSWIRQHPCKGLEWIGYIYYSGSTY
YHPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGY FDYWGCQGTLVIV
S8

143 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGCTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCALCC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATCATTTAGGCTGCTATCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATCGCTGCATCCAGTTTGCAARATGCGGTCCCATCA
AGGTTCAGCCGCAGTGCATCTCCGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAR
GGGACCAAGGTGGAAATCARAC

144 Proteina de cadena ligera:

DIQLTQSPSSLSASVEDRVTITCRASQGIRNDLOWYQOKPGKAPKRLIYAASSLONGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHENSYPWTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-26
145 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGEGCCCAGCACTCGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCLYC
ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGATTACTALTEGACCTGGATCLGT
CAGTACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGEATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGGGCTCTGTGACTGCCCCGGACACGGCLGTGTATTTCTGTCCGAGAGLC
GATTACGATTTTTGCGAGTGETTATTTTCACTTCTCGGGCCAGGGAACCCTGGYTCACCGTC
TCCTC

146 Proteina de cadena pesada:

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSEDYYWSWIRQYPGRGLEWIGY IYYSGSTY
YNPSLKSRVITISVDTSKNQFSLKLGSVTAADTAVY FCARADYDFWSGY FDIWGOGTLVTV
5

147 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTCCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGCGCATTAGARATCATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTCATCTATGCTGCATCCAGTT TCGCAAAGTCEGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGCATCTCCGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GRAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATGGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGRAATCAMAC

148 Proteina de cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVEDRVTITCRASQCIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHENGY PHTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-27
149 ADN de cadena pesada:
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CAGGTCLAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTCGAAGCCTTCACAGACCCTETCCCTC
ACCTGCACTGTCTCTEGTGGCTCCATCAGCAGTCCTCATTACTACTGGAGCTGGATCCGC
CAGTACCCAGGGAAGGGCCTGCACTGCATTGGGTACATCTATTACAGTGGGAGCACCTAC
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGGGCTCTGTCGACTGCCGCGGACACGGCCOTEGTATTTCTGTGCGAGAGCC
GATTACGATTITTCCAGTCECTTATTTTGACTTCTGGGCCCAGCGAACCLTEGTCACCGTC

TCCTC
150 Proteina de cadena pesada:

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGESISSCDYYWSWIRQY PCRGLEWIGY IVYSGSTY
YHPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLGSVTAADTAVYFCARADYDFWSGY FDFWGQGTLYTV
s

151 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATCGACCCAGTCTCCATCCTCCCTETCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATCATTTAGGCTGGTATCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAMAGTGGGGTCLCATCA
AGGTTCAGCCGCAGTGGATC TGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GARAGATTTTCCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATGGTTACCCGTEGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

152 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGRAPKRLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSCTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNGY PHTFGOGTRKVEIK

Anticuerpo U1-28
153 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGULGCAGGAGTCGGGCCCAGCACTEGTGAACCCTTCACACACCCYIGTCCCTC
ACCTGCACTETCTCTGGTCGCTCCATCAGTAGTGGTGATTACTACTGCAGCTGGATCLGE
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGCGTACATCTATTACAGTGCGAGCACCTAL
TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCCAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAAGAACCAGTTC
TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCEBACACCGCCCTECTATTACTCTGCGAGAGCG
GATTACGATTTTTGGAGTGGTTATTTTCACTCCTGECGCCAGGGAACCCTGGTCACCETC

TCCTCA
154 Proteina de cadena pesada:
QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGES ISSCGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTY

YNPSLKSRVTISVDTSKNQF SLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDSWGQCTLVIV
S5 ‘

155 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTETCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCLCOBGCAAGTCAGGGCATTAGAAATCATTTAGCCTGGTATCAGCAGATACLT
GGGAAAGCCLCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGT T TGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACACAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATCGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAARGGTGGAAATCAMA

156 Proteina de cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRYVTITCRASQGIRNDLGWYQQIPGKAPKRLIYAASSLOSGVPRS
RFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLOBNGYPWTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-31
157 ADN de cadena pesada:
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CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTCAGCTCAAGAAGCCTCOGECCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTCGTTACACCTTTACCRACTATGGTATCAGCTGGGTGCGGCAGGCL
CCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGCATCAGCGCTTACCGATGGTTACAGARACTAT
GCACAGAAGCTCCAGGGCAGAGTCACCATCGACCACAGACACATCCACGACCACTGCCTAC
ATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCEGTGTATTACTGTGCGAGAGATGTT
CARGACTACGGTGACTACGACTACTTTGACTACTGGCGCCAGGGAACCCTGETCACCGTC
TCCTCA

158 Proteina de cadena pesada:

CVQLVQSGAEVKKPGASVRKVSCRASGYTFTNYGISWVRQAPGQCLEWMGWISAYDGYRNY
AQKLQGRVTMTTDT STTTAYMELRSLRSDDTAVY YCARDVODYGDYDYFDYWCQGTLVIV
S8

159 ADN de cadena ligera:
CACATCCACGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATC TGTAGGAGACAGAGTCACT

ATCACTTGCCGGGCAAGTCACAGCATTAGCAGTTATTTAAATTGGTATCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAACCTCCTCATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGEGTCCCATCA
AGATTCAGGGGCAGTCGATCTGCGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGLAALCCT
GABGATTTTCCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACACTACCCCLCATCACCTTCGGCCAA
GGGACACGACTGGACATTAAA

160 Proteina de cadena ligera:

DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQOKPGKAPNLLIYAASSLOSGVPS
REFRGSGSGTDITLTISSLOPEDFATYYCQQSYETPITFCOGTRLEIK

Anticuerpo U1-32
161 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTLGGGLCCAGGACTEGTGAAGCCTTTACAGACCCTIGTLCCTC

ACCTGCACTGTCTCTGCGTGGCTCCATCAGCRAGTCGTGAT ACTACTGCAGCTGGATCCGE

CAGCACCCAGGGAAGGGCCTEGAGTGCATTGCCTACATCTATTACAGTGGGACCALCTAL

TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCCAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTARGAACCAGTTC

GCCCTGAAGCTGAACTCTGTCGACTGCCGCGGACACGGCCOTETATTACTGTGCGAGAGLC

GATTACGATTTTTGCGAGTGGTTATTTTCGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
10 TCCTCA

162 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPLOTLSLTCTVSGGS IS SGDYYWEWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGTTY
YNPESLESRVTISVDTSKNOFALKLNSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTV
S8

163 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTCTCTGCATCTGTAGCAGACAGAGTCALL
ATCACTTGCCGGGCAGGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGARACCA
GGOAAAGCCCCTCAGCECCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCGGCAGTGCATCTCCCGACACAATTCTCTCICACAATCTCCAGCCTGCAGCLT
GRAGATTTTIGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

15 164 Proteina de cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAGQGIRNDLOWYQOKPGKAPQRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGTEFSLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPWIFGQGTKVEIK
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Anticuerpo UI-35
165 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCTGCAGTCTGGGGCAGGCTTCGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTEAGACTC
TCCTETGCAGCCTCIGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGCGATCCGCCAGGLT
CCAGGBAAGCGGGLTGGAGTGEGTTTCATATATTAGTAGTAGTGCTAATAACATATACCAL
GCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGCCACAACGCCAAGAACTCACTGTAT
CTGCARAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGOCCETGTATTACTGTGCCGAGAGAGAGA
TATAGTGGCTACGACCACCCTGATGGTTTTCGATATCTGGGGCCAAGGGACAATECTCACC
GTCTLCTECA

166 Proteina de cadena pesada:

QVQLVESGGCGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYISSSGNNIYH
ADSVEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARERYSGYDDPDCEFD IWGQGTMVT
VSS

167 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTAGCAACTATTTAAGTTGGTTTCAGCAGAAACCA
GGGARAGCCCCTAAGCTCCTGATCCACCATCCATCCAATTTCGAAACAGGGGTCCCTTCA
AGGTTCAGTGCGAAGTGGATCTGCGACAGATTTTACTTTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATATTGCAACATATTACTGTCAACAGTATGATAATCCCCCETGCAGTTTTGGCCAG
GGGACCAAGCTGGAGATCAAA

168 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDISHYLSHFQQKPGKAPKLLIHDASHLETCGVPS
RFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYCQOYDHPPCSFGOGTKLELK

Anticuerpo U1-36
169 ADN de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGLCCAGCGACTGGTCGAAGCCTTCACAGACCCTGTICCLTC
ACCTGCACTOTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTEGTTATTACTACTCGAGCTEGATCLGT
CAGCACCCAGGGAAGGGCCTGCACTCGATTGCETACATCTATTACAGTGGGACCACCTAC
TACAATCCGTCCTTCAAGAGTCGAGTTACCATATCAGTAGACACGTCTAACAACCAGTTC
TCCCTGAMAACTEACCTCTGTGACTGCCGCGCACACGGCCETGTATTACTGTGCGAGAGLC
GATTACGATTTTTGGAGTCGTCACTTIGACTACTCGEGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCA

170 Proteina de cadena pesada:

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGES ISSCYYYWSWIRQHPGKGLEWIGY IYYSGTTY
YNPSFESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGHEDYWGQGTLVTYV

38

171 ADN de cadena ligera:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCLTCCCTGTCTGCATCTGTAGCAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATCATTTAGEGCTGGTATCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGCEGGCAGTGCATCTGCGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGLCCT
GAAGATTTTCCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAGTTACCCGTEGACGTTCCGCCAA
GGGACCAAGGTGCAAATCAAA
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172 Proteina de cadena ligera:

DIQMTQRSPSSLSASVGDRVIITCRASQGIRNDLEWYQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGESGSGTEFTLTISSLQPEDFATYY CLOHNSYPRTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-37

173 ADN de cadena pesada:
CAGGTTCAGCTGCTGCAGTCTEGACCTGAGGTEAAGAAGCCTGCGGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGETTACACCTTTACCACCTATCGTATCAGCTEGGTCGCGACAGELC
CCTGGACAAGGACTTGAGTCCATGGGATCGGATCAGCGCT TACCGATGGTCACACAAACTAT
GCACAGAAGCTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCACAGACACATCCACGAACACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGGAGCCTCACGATCTGACGACACGGCCGTTTATTACTGTGLGAGAGACCCC
CATGACTACAGTAACTACGAGGCTTTTCACTTCTGGGGCCAGCGCAACCCTGGTCACCGTC

5 TCCTC

174 Proteina de cadena pesada:

QVQLVQOSGAEVKKPCASVKVSCRASGY TFTEYEISWVRQAPGQGLEWMGWI SAYDGHTNY
AQRLOGRVTMTTDTSTNTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDPHDYSNYEAFDEWGQGTL VTV

S
175 ADN de cadena ligera

atgaggtecectgeteagetoctggggctoctactactetggetecgagatgecagatgty
acaxccagatqacccagtctccatcctccctgtctqcatctgtaggagacagagtcaccat
cacttgccgggcaagtcagageattageagttatttasattggtatecageagaaaccaggyg
aaageecctaacctoctgatetatgetgeatecagtitgcaaagtggggtecoccateaagat
tcagtggcagtggatotgggacagattteactcteaceateagecagtctgeaacctgaaga
ttttgeaacttactactgtcaacagagttacagtacceecatcacctteggecaagggaca
cgactggagattasacgaactgtggetgeaccatctgtetteatettecegecatetgaty
ageagttgaaatetggaactgectetgttgtgbgectgetgaataacttetateccagaga
ggcraaagtacagtyggaaggtggataacgce

10 176 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVPITCRASQSYISSYLNWYQQRPGKAPNLLIYAASSLOSGVPSR
FSGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATYYCOQSYSTPITFGOGTRLELK

Anticuerpo U1-34
177 ADN de cadena pesada:

accatggactggacctggagggtecttttcttggtggcagcageaacaggtigeccactececa
ggttecagotggtgcagtctggagcectgaggtgaagaagectggggecteagtgaaggtetect
qcaaqgcttctgqttacacctttaccaactatggtatcagétgggtgcggcaggcccctgga
caagggcttgagtggatgggatggatcagegettacgatggttacagaaactatgeacagaa
gcteccagggcagagteaccatgaccacagacacatecacgaccactgectacatggagetga
ggagcectgagatctgacgacacggecgtgtattactgtgegagagatgttcaagactacggs
gactacgactactttgactactggggecagggaacectggbcacegictocteagetteecac
caagggccecatecgtet teccectggtgeectgeteraggagracetecgagageacagecyg
cectgggcotygectggtcaaggactactteeecgaaccy

15 178 Proteina de cadena pesada

QVQLVQSGAEVRKKPGASVKVSCKASGYTFINYGISWVRRAPCOCLEWMGWISAYDGYRNYA
QRLQGRVTMTID TS TTTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDVODYGDY DY FDYWGQGTLVTVSS
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179 ADN de cadena ligera:

cagetectggggctectgetactotggcteegaggtgocagatgtgacatccagatgacee
agtctoccatecctecctgtetgecatctgtaggagacagagtcaccatecacttgecgggcaag
tcagagcattagecagttatttaaattiggtatcagcagaaaceagggaaageecctaaccte
ctgatctatgctgcatecagitigcaaagtggggtececatcaagattcagtggeagtyggat
ctgggacagatttcacteteaccateageagtetygcaacctgaagattthgeaacttacta
ctgtcaacagagttacagtacccceatecacctteggecaagggacacgactggagattaaa
cgaactgtggetgcaccatetgtettcatettecegecatctgatgageagttgaaatety
gaactgectebtgitgtgtgectgeotgaataactictatececagagaggcecaaagtacagtg

gaaggtggataacgce
180 Proteina de cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQS ISSYLNWYQQOKPCKAPNLLIYAASSLOSGVPSR
FEGEGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTPITFGOGTRLEIK

5 Anticuerpo U1-1
181 ADN de cadena pesada:

catctgtggttettectectgetggtgacageteccagatygggtectgteccaggtgeage
tgcaggagtegggeccaggactggtgaagecttcacagacectgtocecteacctgeactgt
ctetggtggetecatecaacagtggtgattactactggagetyggatecegecagecacccaggyg
dagggectggagtggattgggtacatctattacagtgggageacctactacaaccecgtece
tcaagagtegagttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttctecctgaagetgag
ctetgtgactgergeggacacggeegbgtattactgtgegagageagattacgatttttgg
agtggttactttgactactggggecagggaaccetggtcacegtctectecagectecacea
agggeccateggtcttececectggeacectectecaagagecacctetgggggeacaacgge

cetgyg

182 Proteina de cadena pesada

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVEGGS INSGDY YWSHIRQHPGKGLEWIGY IYYSGSTYY
NPSLKSRVTISVDTSKNOFSLKLESVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYHGOGTLVTVSS

10 183 ADN de cadena ligera:

atgagggteccctgeteagetectggggetectgetgetetggtteccaggtgecaggtgtga
catcecagatgacccagtetecatectocetgtetgeatetgtaggagacagagtcacecatea
cttgccgggeaagteaggygcattagaaatgattlaggctyggtatcagecagaaaccagggaaa
geeectaagcgectgatotatgectgecatecagtttgcaaagtggggteccatcaaggticay
cggcagtggatctgggacagaattcactetecacaatcageagectgragectgaagattttyg
caacttattactgtetacagecataatagttacccgtggacgtteggecaagggaccaaggty
gaaatcaaacgaactgtggctgcaccatetgicticatetteccegecatetgatgagecagtt
gaaatctggaactgectetgttgbgtgectgetgaataactictateccagagaggccaaag

tacagtggaaggtggataacge

184 Proteina de cadena ligera

DIGMTQSPSSLSASVEDRVTITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLQSGVPSR
FSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOENSYPWTFGOGTKVETK

Anticuerpo U1-3
15 185 ADN de cadena pesada:
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tggtitctteocttetgetggtggecagetececagatgygtectgteccaggtgeagetgcagga
gtegggeccaggactggtgaageeticacagacecectgtececteacctgecactgtetctyggtyg
getcecatcageagtggtggttactactggagetggatocgecagcaccecagggaagagectyg
gagtggattgggtacatctattacagtgggagcacctactacaaccegteeccteaagagicyg
agttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagtictecctgaagetgagetetgtgacty
ccgcggacacqgccgtqtattactgtgcgagaqatggctatqatagtagtggttattaccac
ggctactttgactactggggecagggaaccetggteacegtetecteagectocaccaaggyg
ce

186 Proteina de cadena pesada

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGES ISSGEYYWSWIRQHPGKGLEWIGY IYYSGSTYY
NPSLRSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDGYDE SGYYHGYFDYWGQGTLVT

VSS

187 ADN de cadena ligera:
H3_130_1N1K

caggtcttcatttcictgtigetctggatcteotggtgectacggggacategkgatgacec
agtctceagactecectggetgtgtetetgggegagagggccaccatcaactgraagtecay
ccagagtgttttatacagcetecaacaataagaactacttagettggtaccagragaaacca
ggacagectectaagotgceteatttactgggeatectaceocgggaateeggggtocetgace
gattcagiggeagegggtictagggacagatitecacticteacecatecagecagectgecaggctga
agatgtggecagtttattactgtecageaatattatagtacteocgeteactticggegyaggyg
accaaggtggagatcaaacgaactgtggetgeaccatctgtettecatetiecegeecatety
atgagcagttgaaatcetggaactgectetgttgtgtgectgectgaataactiectateccay
agaggccaaagtacagtggaaggtggataacge

188 Proteina de cadena ligera:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLY S SNNKNY LAWYQQOKPGOPPRKLLIYWASTRE
SGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPLTFGGGTRVEIK

Anticuerpo U1-4
H3-133_1N1G1
189 ADN de cadena pesada

ctgtggttcttectectgetggtgyecageteccagatgggtectgteecaggtgeagetgea
ggagtecgggeecagygactggtgaagecttecacagacectgteectecacctgeactgtetety
gtggetbccatcagtagtggtgatlactactggagetggatecgecagcacccagggaaggge
ctggagtggatigggtacatectattacagtgggagecacctactacaaccecglcectcaagag
tcgagttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttetecectgaagttgagetetgtga
ctgececgeggacacgyccgtgtattactgtgegagagecgattacgatttttggagtggttat
tttgactactggggcecagggaacectggteacegictectecagectececaccaagggeccate
ggtctteeccectggeacecte

190 Proteina de cadena pesada

QVOLQESGPGLVRPSOTLSLTCTVSGES ISSEDYYWSWIRQHPCGKGLERWIGYIYYSCGSTYY
NPELKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTVSS

191 ADN de cadena ligera
H3 133 1N1K
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gtgcecgetcagegectggggectectygcigetetggtteecaggtygecaggtgtgacatee
agatgacccagtctecatectecetgtetgeatetgtaggagacagagtcacecateacty
cogggcaagteagggcat tagaaatgatttaggetggtatcagecagaaaccagggaaageo
cctaagegectgatctatgotgeatecagttigeasagtggggteccatcaaggttcagey
geagtggatcbgggacagaattcactetecacaatcageagectgeagectgaagattttge
aacttattactgtctacageataataattaccegtggacgtitcggecaagyggaccaaggty
gaaatcaaacgaactgtggetgeaccatetgtetteatettoocgecatctgatgageagt

tgaaatcetggaactyg

192 Proteina de cadena ligera

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPSRYF
SGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQENNY PHTFGQGTKVEIK

Anticuerpo Ul-5
193 ADN de cadena pesada:
H3_138_1N1G1

tggttettecttotgetggtggeagetececcagatgggtectgteccaggtgragetgecagga
gtcgggcoccaggactygtgaagacttcacagaccectgteccteacctgeactgtectetggty
getecatcageagtyggtgattactactggagetggatecgecageacecagggaagggecty
gagtggattgggtacatctattacagtgggageacctactacaaccegtocctecaagagteyg
agttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttetecctgaagetgagetetgtgactyg
cecgeggacacggecgtgtatttetgtycgagageecgattacgatttttggagtggttatett
gactactggggecagggaaccetggtcacegtetectcagectecaccaagggeo

194 Proteina de cadena pesada

QVDLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGS ISSGDYYWSWIRQHPGKGLEWIGY IYYSGSTYYN
PSLESRVTISVDTSRNQFSLKLSSVIAADTAVY FCARADYDFRSGYFDYWGQGTLYTVSS

195 ADN de cadena ligera:
H3_138_1N1K

atgagggtcececogetecagetoctggggectectgetygoctetyggtteccaggtgecaggtgtga
catccagatgacccagtetecatectecctgtetygecateotgtaggagacagaghcaccatca
cttgccgggcaagtoagggeattagaaatgatttaggetggtatcagragaaaccagggaaa

geccctaagegectgatetatygetgeatecaytligeaaagtggggteccatcaaggttecag
cggcagbtggatetgggacagaattcactetecacaatecageagectgeagectgaagattity
caacttalttactgtctacageataatacttaceegtggacgttcggecaagggaccaaggtyg
gaaatcaaacygaactgtggetgracratetgtetteatcticcegecatetgatgagcagtt
gaaatctyggaactgectetrgtigtgtgeoctgetgaataactictatececagagaggecaaag

tacagtggaaggtggataacgce

196 Proteina de cadena ligera

DIQMTOSPSSLESASVEDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKARPKRLIYAASSLQSGVPS
RESGSGUCTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOQHENTYPHTFGQGTKVETIK

Anticuerpo U1-6
197 ADN de cadena pesada:
H3 162 1N1G1
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tggttcttecttetgetggiggecagetoccagatgggtectgteccaggtgecagetgeagga
gtogggeccaggactagtgaagectteacagacectgteceteacctgeactgtetetggtyg
getecatcageagtggtgattactactyggagetggatecgecageacecaggygaagggeoetyg
gagtggattgggtacatctattacagtgggagcacctactacaaccegteectecaagagteg
agttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagttectocctgaagetgagetctgtgactyg
cogeggacacggecgbgtatttetgtgcgagagecgattacgatttitggaatggttatttt
gactactggggecagggaacectggteacegtetecteagectecaceaagggeee

198 Proteina de cadena pesada

QVQLOESGPCLVKPSQTLSLTCTVEGGS IS SGDYYWSWIRQEPGKGLEWIGYIYYSGSTY
YHESLESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYFCARADYDFWNGY FDYWGQGTLV TV

8s

199 ADN de cadena ligera:
H3_162_1N1K

atgagggtccecgetecagetoctggggetectgetgetetggtteccaggtgocaggtgtga
catccagatgacccagtctecatectecotgtetgeatetgtaggagacagagtcaccatea
cttgeegggeaagtcagggeattagaaatgatttaggetggtateageagaaaccagggaaa
gcccbtaagcgcctqatctatgctgcttccagtttgcaaathQGthccatcaaqgttcaq
cggcagtggatctgggacagaatteactclbecacaatcagecagectgcagectgaagattttg
caacttattactgtctacagecataatactiaccegtggacgtteggecaagggaccaaggtyg
gaaatcaaacgaactgtggctgeaccatctgtetteatetiecegecatetgatgageaght
gaaatckggaactgectctgttgtgtgectgetygaataacttctateccagagaggocaaay

tacagtggaaggtggataacgcece

200 Proteina de cadena ligera

DIQMTQSPSSLEASVEDRVTITCRASQCIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOSGVPS
RFSGSGSGIEFTLTISSLOPEDFATY YCLOHNTY PRI FGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-8
201 ADN de cadena pesada:
H3_174_1N1G1

ttggtggecagcecagetacaggeaccecacgeccaggtecagetggtacagtetggggetgaggt
gaagaagcectggggectcagtgaaggtctoctgecaaggtttecggatacacectcactgaat
tatccatgtactgggtgcgacaggctectggaaaagggcttgagtggatgggaggtttigat

cectgaagatgglbgaaacaatetacgeacagaagtiecagygeagagteaccatygaccgagga
cacatctacagacacagcectacatggagetgageagectgagatetgaggacacggeegtgt
attactgtgcaactgggtggaactacgtctttgactactggggccagggaacectggtcace
gtctceteocagectecaccaagggecs

202 Proteina de cadena pesada

QVQLVQSGAEVKKPCASVKVSCKVSGYTLTELSMYWVRQAPGKGLEWMGGFDPEDGETIYA
QOKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATGWNYVEDYWGQGTLYTVSS

203 ADN de cadena ligera:
H3_174_1N1K
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ggatccagtggggatattgtgatgactcagtctecactctiecectgeocgteacecctggaga
goeggectecateteetgeaggtocagtcagagectectgeatagtaatggatacaactatke
tggatbtggtacctgcagaagceagggeagtetccacagetectgatectatitggaticteat
cygggectecggggtecctgacaggticagtggcagtggatcaggeacagattttacactgaa
aatcagcagagtggaggcetgaggatgttggggtitattactgecatgcaagetctacaaacte
cgctecacttteggecggagggaccaaggtggagatcaaacgaactgtggetgecaccatctgte
ttecatcttccegecat

204 Proteina de cadena ligera

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRESQSLLHESNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLDSHRA
SGVPDRFSGEGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCHMOALQTPLTFGGGTKVEIK

Anticuerpo U1-11
205 ADN de cadena pesada:
H3_178_1N1G1

tggtitcttectteotgetggtggeagetececagatgggtectgteccagygtgcagetgeagga
gtegggcccaggactggtgaagecttecacagaccotgtecetcacatgeactgtetetggtyg
gcteccatcagcagtggtgattactactggagetggatecgecageaceecagggaagggeety
gagtggattgggtacatectattacagtgggageacctactacaacccgtecctcaagagteyg
agttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagtteteccetgaagectgagectectgtgactyg
cogeggacacgygcegtgtatitetgtgegagageecgattacgatttttggagtggttatttt
gactactggggecagggaacectggteacegtotectcagectecaceaagggeccatoegay
tctteecccoetygg

206 Proteina de cadena pesada

QVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGES IS SCDYYWSWIRQHPGRCGLEWIGYIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDT SKNQFSTLKLSSVTAADTAVYFCARADYDFNSGYFDYWGQGTLVTY

8s

207 ADN de cadena ligera:
H3_178_1N1K

atgagggtceccegetcagetectgggactectgetgetetggttecccaggtgecaggtgtyg
acatccagatgacccagtetecatectecctgtetgeatctgtaggagacagagtecaccat
cacttgecgggeaagteagggcattagaaatgatttaggetggtatcageagaaaceagyy
aaagcecctaagegeetgatetatgetgeatecagtttgcaaagtggggteccatcaaggt
tcagcggeagtggatetgggacaaaattecactcteactatcageagectgeagectgaaga
tttitgecaacttattactgtectacageataatacttaccegtggacgttcggoccaagggace
asggtggaaatcagacgaactgtggctgcaccatetgtettcatecttecegecatetgatyg
agcagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgeoctgaataactictatcecagaga
ggccaaagtacagtggaaggtggataacygcec

208 Proteina de cadena ligera

DIOMTQSPSSLSASVGEDRVTITCRASQGIRNDLEWYQQKPGKAPKRLIYAASSLOSGVP
SRESGSGSGTKFTLTISSLOPEDFATYYCLCHNTY PWTFGOGTKVEIR

Anticuerpo U1-16
209 ADN de cadena pesada:
H3_221_1N1G1
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accatgaaacatetgtggticttectoctgetgyutggeageteccagatgggtectgtece
aggtgcagetgeaggagicgggeccaggactggtgaagecttcacagacectgteceteac
ctgecactgtetetggtggetecatcageagtggtgattactactggagetggatecygecayg
cacccagggaagggectggagtggattgggtacatctattacagbtgggageacetactaca
acccgioecteaagagtegagttaccatatecagtagacacgtetaagaaccagttetecct
gaagctgagetetgtgactgecgcggacacggecgtgtattactgtgecgagageggatiac
gattttbtggagtggttattttgactactgggygccagggaatectggtcacegtctecicag
ccteocaccaagggeccateggtettceecectgygcaccetectecaagaacacetetygggy
cacageggecectgggetgectggtcaaggactactteceegaacecyggtgacggtgtectgg

aacteaggegecctg

210 Proteina de cadena pesada

QVOLQESGPGLVKPSQPLELTCTVSGGS ISSGDYYWSWIRQHPCKGLEWIGYIYYSGSTYY
NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGILVYVSS

211 ADN de cadena ligera:
H3_221_1N1K

atgagggtcecegetecagetectggggetectgotgetectggtiteccaggtgecaggtgt
gacatccagatgacccagtetecateecteectgtetgeatctgtaggagacagagtecace
atcacttgecgggcaagicagggeattagaaatgatttaggetggbatecagecagaaacea
gggaaageocctaagegectgatetatgetgcatecagtttgecaaagiggggbceccatea
aggttcagegycagtggatectgggacagaattcactcteacaatcageagectgeagect
gaagatttigecaacttattactgtetacageataatagttaceegtggacgttoggecaa
gggaccaaggtggaaatcaaacqgaactgtggetgeaccatctgtettecatettocegeca
totgatgageagttgaaatectggaactgectetgtigtgtgectgetgaataacttctat
cecagagaggecaaagtacagtggaaggtggataacgoe

212 Proteina de cadena ligera

DIOMTQSPSSLSASVEDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYARSSLQSGVPSR
FOGSGSCTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPWTEFGQGTRVEIK

Anticuerpo U1-17
213 ADN de cadena pesada:
H3_224 1N1G1

tggttettecettetgoetygtyggecageteccagatgggtectgteccaggtgeagetgeagg
agtcgggoccaggactggtgaagecttcacagaccectgtecctecacetgeactgtetetgy
tggctccatcageagtggtgattactactggagetggatecgecageaceccagggaaggyc
ctggagtggattggatacatctattacagtgggageacctactacaattegtecctcaaga
gtcgagttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagbteteecctgaagetgagetetgt
gactgccgeggacacggecgtgtattactgtgogagageggattacgatttttggagtggt
tattttgactactnggccaqqgaaccctggtcaccgtctcctcagcctccaccaagggcc

cateqg .

214 Proteina de cadena pesada

QVQLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGGESISSODY YWSWIRQHPGKGLEWIGY IYYSGSTYY
NSSLKSRVTISVDTSKNQOPSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWEGYFDYWGQGTLYIVSS

215 ADN de cadena ligera:
H3_224 1N1K
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gotgecaggtgtgacatecagatgacccagtctecateeteecctgtctgecatetgtaggag
acagagtcaccatcacttgecgggcaagtcagggcattagaaatgatittaggetggtatea
gragaaacctgggaaagceccctaagcegectgatetatgetgcatecagtttgcaaagtggg
gtcceatcaaggbteageggcagtggatetgggacagaat tecactetecacaatecageagec
tgcagcctqaagéttttgcaacttattactgtctacaqcacaataqttacccgtggacqtt
cggocaagggaceaagg tggaaatecaaacgaactgtggetgeaccatetgtettcatete
cogeca

216 Proteina de cadena ligera

DIOMTQSPSSLSASVEDRVIITCRASQGIRNDLGWYQOKPGKAPKRLIYAASSLQSGVPS
RESGSGSGTEFTLTISSLQPEDPATYYCLQHENSYPWTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-18
217 ADN de cadena pesada:
H3_227_1N1G1

aggttcttecttctgetggtyggecagetecccagatgggicoctgteccaggtgecagetgeagy
agtogggeccaggactggtgaagectteacagaccetgtcecteacctgeactgtetetgg
tggctecatecageagtggtgattactactggagetggatccgeecageacecagggaaggge
ctggagtggattggatacatctattacagtgggagecacctactacaaccegtecctecaaga
gtegagttaccatatcagtagacacgtectaagaaccagtteteecctgaagetgagetetgt
gactgoecgedgacacggecgtgtattactgtgecgagagecgattacgattittggagtggt
tattttgactactggggeecagggaacectggtcaccgteteectecagectecaccaagggec
catcggtetteccectggeacoetecteccaagagecacctetgggggeacageggocotyggy
ctgcctggtcaaggactacttceecgaaccggtagacggtgtegtggaacteaggegecet

218 Proteina de cadena pesada

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLICTVEGGS IS SCDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYY
NPSLXSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVIAADTAVY YCARADYDFWIEGYFDYWGQGTLVTVSS

219 ADN de cadena ligera:
H3_227_1N1K

atgagggtccecgeteagetectggggctectgetgetetggticccaggtgecaggtgtga
catccagatgacceccagtetecatecteectgtetgeatetgtaggagacagagtcaccatea
cttgecgggeaagtecagggeatiagaaatgatttaggetggtatcageagaaaccagyggaaa
gecectaagegectgatetatgetgeatececagtitgeaaagtggggtcecatcaaggtteay
cggecagtggatotgggacagaattecactcteacaatcageagectgeageectgaagattttg
caacttattactgtctacagecataatagttaccegtyggacgticggecaagggaccaaggty
gaaatcaaacgaactgtggetgcaccatctgtettecatecttceecgeecatectgatgageagtt
gaaatctggaactgectctgttgtgtgectgetgaataacttetatoccagagaggecaaag

tacagtggaaggtggataacg

220 Proteina de cadena ligera

DIOMTQSPSSLSASVEDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQOKPGKAPKRLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOANSYPWIFGQGTRVEIK

Anticuerpo U133
221 ADN de cadena pesada:
H4_14 _1N1G4
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ctgtggticticecttetgetggtggeageteccagatgggtectgicccaggtgeagetge
aggagtegggeoccaggactgygtgaageettecacagaccectgteectecacetgeactgtete
tggtggctecatcagecagtggtgattactactggagetggatecgecageacccagggaay
ggectggagtggattgggtacatctattacagtggyageacctactacaaccegtecetea
agagtcgagttaccatgteagtagacacgtctaagaaccagtictecctgaagetgagete
tgtgactgeogrggacacggcecgtgtattactgtgegagageegattacgattttiggagt
ggtcactttgactgectggggccagggaacectggteaccgtctcetcagettecaccaagy
gecceateegietteececece

222 Proteina de cadena pesada

QVQLOBSGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGS ISSCDYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTVY
NPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARADYDFWSGHIFDCWGRGTLYTVSS

223 ADN de cadena ligera:
H4_14_1N1K

atgagggtecccgetcagetectggggetectgetgetetggttcccaggtygceaggtgtga
catccagatgacccagtetecatectecctgtetgeatetgtaggagacagagtecaccatea
cttgecgggeaagtcagggeattagagatgatttaggetggtatcagcagaaaccagggaza
geccoctaagogectgatetatgetygaatecagtitgcaaagtyggggtececcatecaaggttcay
cggcagtggatetgggacagaattcactetecacaatecageagectgecagectgaagattttyg
caacttattactgtctacageatecatagttaccegtggacgtteggecaagggaccaagqgtg
gaaatcaaacyaactgtggctgeaccatctgteticatetiecegee :

224 Proteina de cadena ligera

DIOMTQSPSSLBASVGDRVTITCRASQGIRDDLGRYQQKPGKAPKRLIYAESSLQSGVPSR
FEGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATY YCLOHHSYPHTFGQGTKVEIK

Anticuerpo U1-29
225 ADN de cadena pesada:
H4_107_1N1G4

tggctgagetgggttitecctegtigetetittaagaggtgtecagtgtcaggtgcagetag
tggagtctggaggaggegtggtecagectgggaggtecctgagactetectgtgeagegte
tggattcaccttcaatagetatgacatgeactygggteogecaggetecaggcaaggggetg
gagtgggtggcagttatatggtatgatggaagtaataaatactatgeagacteegtgaagg
geccgattcaccatctetagagacaattccaagaacacgetgtatetgecaaatgaacagect
gagagccgaggacacggetgtgtattactgtgegagagacegettgtgtactaatggtgta
tgctatgaagactacggtatggacgbetggggecaagggaccacggtcacegtetecteag
ctteocaccaagggeccatcegtctteceertggegeoectgetoecagdageacctocgagag

cacagecgecetggge

226 Proteina de cadena pesada

QVOLVESGGGVVQPGRELRLSCAASCGFTFNSYDMEWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGENKYYA
DSVRGRFTISRDONSRKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCARDRLCTNGVCYEDYGMDVHWGQGTTV

TVSS

227 ADN de cadena ligera:
H4 107 1N1K
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atgagggtcectgeteagetectggggetectgetgetctggetetcaggtgecagatgtga
catccagatgacccagtetecatectecetgtetgecatectgtaggagacagagtcaccatea

clttyccaggcgagtcaggacattageaactatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaa
qcccctaaggtcctqatctacqatgcatccaatttqqaaacaqqqgtéccatcaaggttcag
tggaagtggatctgggacagattbtactiteaccatcageagectgeagcectgaagatgttyg
caacatattactgtcaacactatgatactectecegetcacttteggeggagggaccaaggtyg
gagatcaaacgaactgtggctgecaccatetgtetteatctteccgecatectgatgagcaget
gaaatctggaactgectetgtigtgtgectgetgaataacttctateccagagaggecaaay

tacagtgg

228 Proteina de cadena ligera

DIOMTQOSPSSLSASVEDRVITITCOASODISNY LINWYQQKPGKAPKVLIYDASNLETGVESR
FSGSGSGTDITFTISSLOPEDVATYYCQHYDTLPLTFGEGTKVEIK

Anticuerpo U1-30
5 229 ADN de cadena pesada:
H4_116_1_1N1G4

ggactgtgcaagaacatgaaacacctgtggticttcctectgctggtggeagetceccagatyg
ggtectgteecaggtgecagetygcaggagbecgggeccaggactggtgaagectttacagacee
tgtcectecacctgractgtetetggtagetecatcagecagtggtgattactactggagetgg
atccgeocageacccagggaagogectggagtggattgggtacatetattacagtgggaccac
ctactacaaccegtecetcaagagtegagttacecatatcagtagacacgtctaagaacecagt
tegecctgaagetgaactetgtgactgecgeggacacggecgtgtattactgtgogagageo
gattacgatttttggagbggttattttgactactggggccagggaacectggtecacegtete
cteageticcaccaaggyccecateegtettcecaetgg

230 Proteina de cadena pesada

OVQLQESGPELVKPLOTLSLTCTVICGS IS SCDY YWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGTTYY
NPSLEKSRVTISVDTSKNQFALKLNSVTAADTAVYYCARADYDFWSGYFDYWGQGTLVTVSS

10 231 ADN de cadena ligera:
H4_116_1_1N1K

atgagggtceccetgctcagetectggggetectgetgetetggtteccaggtgeccaggtaty
acatccagatgacccagtectccatecteeetgtctgecatetygtaggagacagagtcaceat
cacttgccgggeaggtecagggcattagaaatgatitaggectggtatcagcagaaaccagygy
aaagccccteagegectgatctatgetgecatecagtitgcaaagtgygggieccatcaaggt
tcageggcagtggatctgggacagaatteteteteacaatetocageetgeagectgaaga
. ttttgcaactitattactgtctacageataatagttaccecgtggacgtteggecaagggace
aaggtggaaatcaaacgaactgtggcetgcaccatetgtetteatetitecegecatetgatg
agcagttgaaatctggaactgcetetgtigtygtgectgetgaataactictateecagaga
ggcecaaagtacagtgyaaggtgygataacgeecttocaategyg

232 Proteina de cadena ligera

DIOMTQSPSSLSASVGDRVITITCRAGRGIRNDLGWYQQKPGKAPQRLIYAASSIOQSGVPSR
FOGSGSGTEFSLTISSLOPEDFATYYCLOQHNSYPWIFGRGTRVEIK

15 [Comp. quimico 15]
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Lista de secuencias de ODR

Cadenasde  Numero CDRA1 CDR2 CDR3

anticuerpos Pat:

Pesada U1-1 GGSINSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada u1-2 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLRS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNGYPWT
Pesada Ut-3 GGSISSGGYIWS YIYYSGSTYYNPSLKS DGYDSSGYYHGYFDY
Ligera KSSQSVLYSSNNKNYLA | WASTRES QQYYSTPLT
Pesada U1-4 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLRS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNNYPWT
Pesada U1-5 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNTYPWT
Pesada u1-6 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWNGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNTYPWT
Pesada u1-7 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQDIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada U1-8 GYTLTELSMY GFDPEDGETIYAQKFQG GWNYVFDY
Ligera RSSQSLLHSNGYNYLD |LDSHRAS MQALQTPLT
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(continuacién)

Cadenasde  Numero CDR1 CDR2 CDR3
anticuerpos Pat:
Pesada u1-9 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLRS ADYDFWNGYFDY
Ligera RASQDIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada u1-10 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLRS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNNYPWT
Pesada u1-11 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLRS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNTYPWT
Pesada ut-12 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNNYPWT
Pesada U1-13 GGSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS EDDGMDV
Ligera RSSQSLLHSNGYNYLE |LGSNRAS MQALQTPIT
Pesada u1-14 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNTYPWT
Pesada U1-15 GGSVSSGGYYWS YIYYSGSTNYNPSLKS DGDVDTAMVDAFDI
Ligera RASQSLSGNYLA GASSRAT QQYDRSPLT
Pesada u1-16 GGSISSGDYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada u1-17 GGSISSGDYWS YIYYSGSTYYNSSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada u1-18 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada u1-19 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS GDYDFWSGEFDY
Ligera secuencia no disponible
Pesada U1-20 GGSISSGGYYWS YIYDSGSTYYNPSLKS DQGQDGYSYGYGYYYGMD
\
Ligera QASQDISNYLN VASNLET QQCDNLPLT
Pesada u1-21 GGSISSGDYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQDIRNDLG AASRLQS LQHNSYPWT
Pesada u1-22 GGSISSGDYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQN LQHNSYPWT
Pesada U1-23 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
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(continuacién)

Cadenasde  Numero CDR1 CDR2 CDR3

anticuerpos Pat:

Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada U1-24 GGSISSGDYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWNGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNNYPWT
Pesada U1-25 GGSISSGDYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQN LQHNSYPWT
Pesada U1-26 GGSISSGDYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDF
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNGYPWT
Pesada u1-27 GGSISSGDYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDF
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNGYPWT
Pesada U1-28 GGSISSGDYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDS
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNGYPWT
Pesada U1-29 GPTFENSYDTFFL VIWYDGSNKYYADSVKG | DRLCTNGVCYEDYGMDV
Ligera QASQDISNYLN DASNLET QHYDTLPLT
Pesada U1-30 GGSISSGDYYWS YIYYSGTTYYNPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RAGQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada U1-31 GYTFTNYGIS WISAYDGYRNYAQXLQG |DVQDYGDYDYFDY
Ligera RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPIT
Pesada U1-32 GGSISSGDYYWS YIYYSGTTYYWPSLKS ADYDFWSGYFDY
Ligera RAGQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada U1-33 GGSISSGDYYWS YXYYSGSTYYNPSLKS ADYDFWSGHFDC
Ligera RASQGIRDDLG AESSLQS LQHHSYPWT
Pesada U1-34 GYTFTNYGIS WISAYDGYRNYAQKLQG |DVQDYGDYDYFDY
Ligera RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPIT
Pesada U1-35 GFTFSDYYMS YISSSGNNIYKADSVKG ERYSGYDDPDGFDI
Ligera QASQDISNYLS DASNLST QQYDNPPCS
Pesada U1-36 GGSISSGYYYWS YIYYSGTTYYNPSFKS ADYDFWSGHFDY
Ligera RASQGIRNDLG AASSLQS LQHNSYPWT
Pesada uU1-37 GYTPTSYGXS WISAYCGHTNYAQKLQG | DPHDYSNYEAFDF
Ligera RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPIT
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(continuacién)

Cadenasde  Numero CDR1 CDR2 CDR3

anticuerpos Pat:

Pesada U1-38 GFSLSTSGVGVG LIYWNDDKRYSPSLKS RDEVRGFDY

Ligera RSSQSLVYSDGYTYLH | KVSNWDS MQGAHWPIT

Pesada U1-39 GFTVSSNYMS VIYSGGSTYYADSVKG GQWLDV

Ligera RSSQSLLHSNGYNYLD |LGFHRAS RQALQTPLT

Pesada U1-40 GGSISSGGYYWS YIYSSGSTYYNPSLKS DRELELYYYYYGMDV
Ligera RSSQSLLYSNGYNYLD |LGSNRAS MQALQTPLT

Pesada u1-41 GGSXSSGGYYWS YXYYSGSTYYNPSLKS DRELEGYSNYYGVDV
Ligera RASQAISNYLN AASSLQS QQNNSLPIT

Pesada u1-42 GYSFTSYWIG IIYPGDSDTRYSPSFQG HENYGDYNY

Ligera RASQSIRSYLN AASSLQS QQSNGSPLT

Pesada U1-43 GGSXSSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLRS DREREWDDYGDPQGMDV
Ligera RASQSISSYLH AASSLQS QQSYSNPLT

Pesada u1-44 GYSFTSYWIG IIWPGDSDTIYSPSFQC HENYGDYNY

Ligera RASQSIRSYLN AASSLQS QQSISSPLT

Pesada U1-45 GYTFTSYDIN WMNPNSGDTGYAQVFQG | FGDLPYDYSYYEWFDP
Ligera RASQSISSYLM AASSLQS QQSYSTPLT

Pesada U1-46 GDSVSSNSAAWM RTYYRSKWYNDYAVSVKS | DLYDFWSGYPYYYGMDV
Ligera secuencia no disponible

Pesada u1-47 GDSVSSNSAAWM RTYYRSKWYNDYAVSVKS | DYYGSGSPYYYYGMDV
Ligera RASQSISSYLM AASNLQS QQSYSTPRT

Pesada U1-48 GGSISSYYWS KIYTSGSTNYNPSLKS EAXPGVGPYYYYGMDV
Ligera secuencia no disponible

Pesada U1-49 GYTFTGYYMH WINPNIGGTNCAQKFQG GGRYSSSWSYYYYGMDV
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(continuacién)

Cadenasde  Numero CDR1 CDR2 CDR3

anticuerpos Pat:

Ligera KSSQSLLLSDGGTYLY |EVSNRFS MQSMQLPIT

Pesada U1-50 GGSVSSGGYYWS YIYYSGSTNYNPSLKS GGDSNYEDYYYYYGMDV
Ligera RASQSXSIYLH AASSLQS QQSYTSPIT

Pesada U1-51 GGSISSYYWS YIYYSGSTNYNPSLKS DSSYYDSSGYYLYYYAMDV
Ligera KSSQSVLYSSNNKNYLA | WASTRES QQYYTTPLT

Pesada U1-52 GGSISSGGYYWS NIYYSGSTYYNPSLKS GGTGTNYYYYYGMDV
Ligera RASQSVSSSYLA GASSWAT QQYGSSPLT

Pesada U1-53 GFTFSIYSMN YISSSSSTIYYADSVKG DRGDFDAFDI

Ligera QASQDITNYLN DASNLET QQCENFPIT

Pesada U1-55.1 GGSVSSGGYYWN YINYSGSTNYNPSLKS DRELELYYYYYGMDV
Ligera Idéntico a U1-55

Pesada J1-55 Idéntico a U1-55.1

Jght RSSQSLLYSNGYKYLD LGSNRAS MQALQTPIT

Pesada U1-57.1 Idéntico a U1-57

Ligera RSSQSLLYSNGYKYLD |LGSNRAS MQALQTPIT

Pesada u1-57 GGSVSSGGYYWN YINYSGSTNYNPSLKS DRELELYYYYYGMDV
Ligera Idéntico a U1-57.1

Pesada U1-58 GFTFSSYGMH VIWYDGSNKYYADSVKG | AARLDYYYGMDV
Ligera RASQSINSYLN gasglgs QQSYSSPLT

Pesada U1-59 GGSFSGYYWS EINHSGSTNYNPSLKS DKWTWYFDL

Ligera RSSQSVLYSSSNRNYLA | WASTRES QQYYSTPRT

Pesada U1-61.1 GVSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS DSESEYSSSSNYGMDV
Ligera RASQTISSYLN AASSLQG QQSYSNPLT
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(continuacién)

Cadenasde  Numero CDR1 CDR2 CDR3

anticuerpos Pat:

Pesada u1-61 GVSISSGGYYWS YIYYSGSTYYNPSLKS DSESEYSSSSNYGMDV
Ligera Idéntico a U1-61.1

Pesada u1-62 GYSFTSYWIG IIYFGDSDTRYSPSFQG QMAGNYYYGMDV
Ligera RASQSVISIYLA GASSRAT QQYGSSPCS

Cuando un anticuerpo monoclonal recién producido se une a un péptido parcial o una estructura terciaria parcial
a la cual se une el anticuerpo U1-49, 111-53, U1-59, U1-7 o U1-9, puede determinarse que el anticuerpo se
une al mismo epitopo que el anticuerpo U1-49, 111-53, 111-59, U1-7 o U1-9. Ademas, confirmando que el
anticuerpo compite con el anticuerpo U1-49, 111-53, U1-59, U1-7 o U1-9 para unirse a HERS3 (es decir, el
anticuerpo inhibe la unién entre el anticuerpo U1-49, 111-53, U1-59, U1-7 0 U1-9 y HER3), puede determinarse
que el anticuerpo se une al mismo epitopo que el anticuerpo U1-49, 111-53, U1-59, U1-7 0 U1-9 incluso cuando
la secuencia o estructura especificas de un epitopo no estan definidas. Una vez que se confirma que el epitopo
es el mismo, se espera fuertemente que el anticuerpo tenga una actividad biolégica equivalente a la del
anticuerpo U1-49, 111-53, U1-59, U1-7 o U1-9.

De acuerdo con la presente invencién, la proteina de unién de la invencién interactia con al menos un epitopo
en la parte extracelular de HER3. Los epitopos se ubican preferentemente en el dominio L1 (aa 19-184), que
es el dominio amino terminal, en el dominio S1 (aa 185-327) y S2 (aa 500-632), que son los dos dominios ricos
en Cisteina, en el dominio L2 (328-499), que esté flanqueado por los dos dominios ricos en Cisteina 0 en una
combinacién de dominios HER3. Los epitopos también pueden ubicarse en combinaciones de dominios tales
como, pero no limitado a, un epitopo compuesto por partes de L1 y S1. Ademas, la proteina de unién de la
invencién se caracteriza ademas porque su unién a HER3 reduce la transduccién de sefiales mediada por
HER3. De acuerdo con la presente invencién, una reduccién de la transduccién de sefiales mediada por HER3
puede, por ejemplo, estar provocada por una regulacién negativa de HER3 que da como resultado una
desaparicién al menos parcial de las moléculas de HER3 de la superficie celular o por una estabilizaciéon de
HER3 en la superficie celular en una forma sustancialmente inactiva, es decir, una forma que presenta una
menor transduccién de sefial en comparacién con la forma no estabilizada. De manera alternativa, una
reduccidn de la transduccion de sefiales mediada por HER3 también puede estar provocada por la influencia,
por ejemplo, disminuyendo o inhibiendo, de la unién de un ligando u otro miembro de la familia HER a HERS3,
de GRB2 a HER-2 o0 de GRB2 a SHC, inhibiendo la fosforilacién del receptor de tirosina, fosforilacién de AKT,
fosforilacién de tirosina de PYK2 o fosforilacién de ERK2, o disminuyendo la invasividad tumoral. De manera
alternativa, una reduccién de la transduccidén de sefiales mediada por HER3 también puede estar provocada
por la influencia, por ejemplo, disminuyendo o inhibiendo, la formacién de dimeros que contienen HER3 con
otros miembros de la familia HER. Un ejemplo, entre otros, puede ser la disminucién o inhibicién de la formacién
del complejo proteico HER3-EGFR.

Adicionalmente, de acuerdo con la presente invencion, las variaciones menores en las secuencias de
aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 1-232 se contemplan estando abarcadas por la presente invencion,
con la condicién de que incluso las variaciones en la secuencia de aminoécidos mantengan todavia al menos
el 75 %, mas preferentemente al menos el 80 %, el 90 %, el 95 % y lo més preferentemente el 99 % de las
secuencias mostradas en SEQ ID NO: 1-232. Las variaciones pueden producirse dentro de las regiones marco
(es decir, fuera de las CDR), dentro de las CDR o dentro de las regiones marco y las CDR. Las variaciones
preferidas en las secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 1-232, es decir, deleciones, inserciones
y/o reemplazos de al menos un aminoacido, se producen cerca de los limites de los dominios funcionales. Los
dominios estructurales y funcionales pueden identificarse mediante la comparacién de los datos de secuencias
de nucleétidos y/o aminoacidos con bases de datos de secuencias publicas o patentadas. Pueden usarse
procedimientos de comparacién computarizados para identificar motivos de secuencia o dominios de
conformacién de proteinas predichos que ocurren en otras proteinas de unién de estructura y/o funcién
conocidas. Se conocen procedimientos para identificar secuencias de proteinas que se pliegan en una
estructura tridimensional conocida. Véase, por ejemplo, Bowie y col., Science 253, 164 (1991); Proteins,
Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, Nueva York (1984));
Introduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publishing, Nueva York, N.Y. (1991));
y Thornton y col., Nature 354, 105 (1991). Por lo tanto, los expertos en la materia pueden reconocer motivos
de secuencia y conformaciones estructurales que pueden usarse para definir dominios estructurales y
funcionales de acuerdo con la invencién. Entre los anticuerpos obtenidos mediante la combinacién de cadenas
pesadas y ligeras que tienen variaciones en dichas secuencias de aminoacidos, puede seleccionarse un
anticuerpo equivalente al anticuerpo original (anticuerpo parental) o mas excelente que un anticuerpo parental.
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Como se ha mencionado anteriormente, la proteina de unién a HERS3, el anticuerpo anti-HER3 y similares de
la presente invencién mantienen la actividad de unién a HERS3 incluso si tienen variaciones en sus secuencias
de aminoacidos.

En la presente invencién, el término "homologia" tiene el mismo significado que "identidad". La homologia entre
dos tipos secuencias de aminoéacidos puede determinarse usando los parametros por defecto del algoritmo
Blast, versién 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 and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs", Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). El algoritmo Blast puede usarse también a
través de Internet accediendo al sitio www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.

El anticuerpo quimérico, el anticuerpo humanizado o el anticuerpo humano obtenidos mediante el
procedimiento mencionado anteriormente, pueden someterse a un procedimiento conocido para evaluar la
propiedad de unién a un antigeno para seleccionar anticuerpos preferidos.

En el anticuerpo anti-HER3 de la presente invencién, MEHD-7945A (o duligotuzumab), RG-7116, MM-111,
MM-121 (o seribantumab, MM-141, LIM-716, huHER3-8, Zybody anti-EGFR/ErbB3 especifico, GSK-2849330,
REGN-1400, KTN-3379, AV-203, Surrobody monoespecifico (ErbB3), lumretuzumab, MP-EV-20, ZW-9,
Dimercept™, Surro-body anti-Erb3 (SL-175 o SL-176), SYM-013, variantes, fragmentos activos, productos
modificados de los mismos y similares también estan incluidos.

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

El anticuerpo de la presente invencién abarca un producto modificado del anticuerpo. La variante modificada
se refiere a una variante obtenida sometiendo el anticuerpo de la invencién a una modificacién quimica o
biolbgica. Los ejemplos de la variante quimicamente modificada incluyen variantes quimicamente modificadas
enlazando un resto quimico a una estructura principal de aminoacidos, variantes modificadas quimicamente
con una cadena de carbohidratos unida en N u unida en O, etc. Los ejemplos de la variante biolégicamente
modificada incluyen variantes obtenidas por modificacién después de la traduccién (tales como glucosilacién
unida en N o unida en O, procesamiento de N- o C-terminales, desamidacién, isomerizacién de 4cido aspartico
u oxidacién de metionina), y variantes en las que se ha afiadido un resto de metionina al extremo N al
expresarse en una célula hospedadora procariota. Ademas, un anticuerpo marcado para permitir la deteccién
o aislamiento del anticuerpo o un antigeno de la invencién, por ejemplo, un anticuerpo marcado con enzima,
un anticuerpo marcado con fluorescencia y un anticuerpo marcado con afinidad también se incluyen en el
significado de la variante modificada. Dicha variante modificada del anticuerpo de la invencién es util para
mejorar la estabilidad y retencién en sangre del anticuerpo, reducir la antigenicidad del mismo, detectar o aislar
el anticuerpo o el antigeno, etcétera.

Ademas, regulando la modificacion de un glucano que esta enlazado al anticuerpo de la invencion
(glucosilacion, desfucosilacidn, etc.), es posible potenciar una actividad citotéxica celular dependiente de
anticuerpos. Como técnica para regular la modificacion de un glucano de anticuerpos, se conocen las
Publicaciones Internacionales WO 1999/54342, WO 2000/61739, WO 2002/31140, etc. Sin embargo, la técnica
no se limita a las mismas. En el anticuerpo de la invencién, también se incluye un anticuerpo en el cual se
regula la modificacién de un glucano.

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

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

En el caso en el que se usen células procariotas, por ejemplo, pueden ejemplificarse Escherichia coli y Bacillus
subtilis.

Introduciendo un gen de anticuerpo deseado en estas células mediante transformacién y cultivando las células
transformadas de este modo in vitro, puede obtenerse el anticuerpo. En el procedimiento de cultivo descrito
anteriormente, el rendimiento puede variar en ocasiones dependiendo de la secuencia del anticuerpo y, por lo
tanto, es posible seleccionar un anticuerpo que se produzca facilmente como un producto farmacéutico usando
el rendimiento como indice entre los anticuerpos que tienen una actividad de unién equivalente. Por lo tanto,
en el anticuerpo de la invencidén, un anticuerpo obtenido mediante un procedimiento de produccién de un
anticuerpo, caracterizado porque incluye una etapa de cultivo de la célula hospedadora transformada y también
se incluye una etapa de recoleccién de un anticuerpo deseado o un fragmento funcional del anticuerpo de un
producto cultivado obtenido en la etapa de cultivo.

Se sabe que un resto de lisina en el extremo carboxilo terminal de la cadena pesada de un anticuerpo producido
en una célula de mamifero cultivada podria delecionarse/eliminarse (Journal of Chromatography A, 705: 129-
134 (1995)), y también se sabe que 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 podrian
delecionarse/eliminarse y un resto de prolina recientemente localizado en el extremo carboxilo podria amidarse
(Analytical Biochemistry, 360: 75 - 83 (2007)). Sin embargo, tal delecién/eliminacién y modificacién de la
secuencia de la cadena pesada no afecta la afinidad de unién al antigeno y la funcién efectora (la activacién
de un complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, etc.) del anticuerpo. Por lo tanto, en
el anticuerpo de la invencién, también se incluyen un anticuerpo y un fragmento funcional del anticuerpo
sometido a dicha modificacién, y una variante de delecién en la que se han eliminado uno o dos aminoé&cidos
en el extremo carboxilo terminal de la cadena pesada, También se incluyen una variante obtenida por amidacién
de la variante de delecién (por ejemplo, una cadena pesada en la que se ha amidado el resto de prolina
carboxilo terminal) y similares. El tipo de variante de delecién que tiene una delecién en el extremo carboxilo
terminal de la cadena pesada del anticuerpo de acuerdo con la invencidn no se limita a las variantes anteriores
siempre que se conserven la afinidad de unién al antigeno y la funcién efectora. Las dos cadenas pesadas que
constituyen el anticuerpo de acuerdo con la invencién pueden ser de un tipo seleccionado del grupo que
consiste en una cadena pesada de longitud completa y la variante de delecién descrita anteriormente, o pueden
ser de dos tipos en combinacidén seleccionados de alli. La proporcién de la cantidad de cada variante de
delecién puede verse afectada por el tipo de células de mamifero cultivadas que producen el anticuerpo de
acuerdo con la invencién y las condiciones de cultivo, sin embargo, puede ejemplificarse un caso en el que un
resto de aminoacido en el extremo carboxilo terminal se ha eliminado en las dos cadenas pesadas contenidas
como componentes principales en el anticuerpo de acuerdo con la invencién. El &mbito del anticuerpo completo
(en la presente invencién, también denominado simplemente un "anticuerpo") de la presente invencién también
incluye variantes de delecion del mismo, mezclas que contienen una o dos o més variantes de delecién del
mismo, etc. El "anticuerpo"” de la presente invencién incluye un anticuerpo que comprende una cadena pesada
o ligera en la que el glutamato N-terminal est4 en forma de piroglutamato por ciclacién y/o una cadena pesada
o ligera en la que una porcién de restos de cisteina esta en forma de cisteinilo.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el anticuerpo anti-HERS3 de la invencién es de tipo IgA,
IgD, IgE+ 1gG o IgM, preferentemente del tipo 1gG o IgM que incluyen, pero no se limitan a, el tipo 1gGl, 1gG2,
1gG3, 1gG4, IgMI e IgM2. En las realizaciones mas preferidas, el anticuerpo es del tipo 19Gl, 1gG2 o 1gG4.

Como actividad biolégica del anticuerpo, generalmente, una actividad de unién a antigenos, actividad de
internalizar un antigeno en células que expresan el antigeno al unirse con el antigeno, una actividad de
neutralizar la actividad de un antigeno, una actividad de potenciar la actividad de un antigeno, una actividad de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), una actividad de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) y una fagocitosis mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCP) pueden
ejemplificarse. La funcién del anticuerpo de acuerdo con la invencién es una actividad de unién a HERS,
preferentemente, actividad de internalizacién de HER3 en células que expresan HER3 mediante la unién con
HER3. Ademas, el anticuerpo de la invencién puede tener una actividad ADCC, una actividad CDC y/o una
actividad ADCP ademas de la actividad de internalizacién celular.

En determinados aspectos, por ejemplo, en relacién con la generacién de anticuerpos como candidatos
terapéuticos contra HER3, puede ser deseable que el anticuerpo anti-HER3 de la invencidén sea capaz de fijar
el complemento y participar en la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Hay una serie de isotipos
de anticuerpos que son capaces de hacer lo mismo, incluyendo sin limitaciones los siguientes: IgM murina,
IlgG2a murina, 1gG2b murina, 1gG3 murina, IgM humana, IgGl humana, IgG3 humana e IgA humana. Se
apreciara que los anticuerpos que se generan no necesitan poseer inicialmente tal isotipo sino que, més bien,
el anticuerpo tal como se genera puede poseer cualquier isotipo y el anticuerpo se puede cambiar de isotipo
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agregando los genes de la regién V clonados molecularmente o el ADNc a los genes de la region constante o
ADNCc clonados molecularmente en vectores de expresién apropiados usando técnicas de biologia molecular
convencionales que son bien conocidas en la técnica y expresando después los anticuerpos en células
hospedadoras usando técnicas conocidas en la técnica. El anticuerpo con cambio de isotipo también puede
poseer una regiéon Fc que se ha disefiado por ingenieria molecularmente para poseer CDC superior sobre
variantes naturales (ldusogie y col., J Immunol., 166, 2571-2575) y se expresan de forma recombinante en
células hospedadoras usando técnicas conocidas en la técnica. Dichas técnicas incluyen el uso de técnicas
recombinantes directas (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. N.° 4.816.397), técnicas de fusién célula-
célula (véanse, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. N.© 5.916.771 y 6.207.418), entre otras. En la técnica de
fusidn célula-célula, se prepara un mieloma u otra linea celular tal como CHO que posee una cadena pesada
con cualquier isotipo deseado y se prepara otro mieloma u otra linea celular como CHO que posee la cadena
ligera. Tales células pueden, en lo sucesivo, fusionarse y puede aislarse una linea celular que exprese un
anticuerpo intacto. A modo de ejemplo, un anticuerpo IgG4 anti-HER3 humano, que posee la unién deseada al
antigeno HER3, podria cambiarse facilmente de isotipo para generar un isotipo de IgM humana, de IgGl
humana o de IgG3 humana, sin dejar de poseer la misma regién variable (que define la especificidad del
anticuerpo y parte de su afinidad). Entonces, dicha molécula podria ser capaz de fijar el complemento y
participar en CDC.

Ademas, también puede ser deseable que el anticuerpo anti-HERS3 de la invencién sea capaz de unirse a los
receptores Fc en las células efectoras, tales como los monocitos y los linfocitos citoliticos naturales (NK), y
participar en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Hay varios isotipos de anticuerpos
que son capaces de hacer lo mismo, incluyendo sin limitaciones los siguientes: 19gG2a murina, 19G2b murina,
IlgG3 murina, 19GI humana e IgG3 humana. Se apreciara que los anticuerpos que se generan no necesitan
poseer inicialmente tal isotipo sino que, mas bien, el anticuerpo tal como se genera puede poseer cualquier
isotipo y el anticuerpo se puede cambiar de isotipo agregando los genes de la regién V clonados
molecularmente o el ADNc a los genes de la regién constante o ADNc¢ clonados molecularmente en vectores
de expresién apropiados usando técnicas de biologia molecular convencionales que son bien conocidas en la
técnica y expresando después los anticuerpos en células hospedadoras usando técnicas conocidas en la
técnica. El anticuerpo con cambio de isotipo también puede poseer una regién Fc que se ha disefiado por
ingenieria molecularmente para poseer ADCC superior sobre variantes naturales (Shields y col. J Biol Chem,,
276, 6591-6604) y se expresan de forma recombinante en células hospedadoras usando técnicas conocidas
en la técnica. Dichas técnicas incluyen el uso de técnicas recombinantes directas (véase, por ejemplo, la
Patente de EE.UU. N.° 4.816.397), técnicas de fusidn célula-célula (véanse, por ejemplo, las Patentes de
EE.UU. N.°5.916.771 y 6.207.418), entre otras. En la técnica de fusién célula-célula, se prepara un mieloma u
otra linea celular tal como CHO que posee una cadena pesada con cualquier isotipo deseado y se prepara otro
mieloma u otra linea celular como CHO que posee la cadena ligera. Tales células pueden, en lo sucesivo,
fusionarse y puede aislarse una linea celular que exprese un anticuerpo intacto. A modo de ejemplo, un
anticuerpo 1gG4 anti-HER3 humano, que posee la unién deseada al antigeno HER3, podria cambiarse
facilmente de isotipo para generar un isotipo de IgGl humana o de |gG3 humana, sin dejar de poseer la misma
region variable (que define la especificidad del anticuerpo y parte de su afinidad). Entonces, tal molécula podria
ser capaz de unirse a FcyR en células efectoras y participar en ADCC.

El anticuerpo obtenido puede purificarse para ser homogéneo. La separacién y purificacién del anticuerpo
puede realizarse empleando un procedimiento convencional de separacién y purificacion de proteinas. Por
ejemplo, el anticuerpo puede separarse y purificarse seleccionando y combinando adecuadamente
cromatografia en columna, filtracién por filtro, ultrafiltracién, precipitaciéon con sales, dialisis, electroforesis
preparativa en gel de poliacrilamida, electroforesis de isoelectroenfoque 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 ellos.

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

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

Como una columna para su uso en cromatografia de afinidad, pueden ejemplificarse una columna de proteina
Ay una columna de proteina G. Por ejemplo, como una columna que usa una columna de proteina A, pueden
ejemplificarse Hyper D, POROS, Sepharose FF (Pharmacia Corp.) y similares.

Ademas, mediante el uso de un vehiculo que tiene un antigeno inmovilizado en el mismo, el anticuerpo también
puede purificarse utilizando la propiedad de unién del anticuerpo al antigeno.

{Compuesto antitumoral}

Se explica el compuesto antitumoral que va a conjugarse con el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3
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producido por el procedimiento de la presente invencién. EI compuesto antitumoral usado en la presente
invencién no esté particularmente limitado si es un compuesto que tiene un efecto antitumoral y un sustituyente
0 una estructura parcial que permite la conexién a una estructura enlazadora. Cuando una parte o todo el
enlazador del compuesto antitumoral se escinde en las células tumorales, el resto del compuesto antitumoral
se libera para exhibir el efecto antitumoral. A medida que el enlazador se escinde en una posicién de conexién
con un farmaco, el compuesto antitumoral se libera en su estructura no modificada para exhibir su efecto
antitumoral intrinseco.

Como un compuesto antitumoral usado en la presente invencion, se puede usar preferentemente exatecan, un
derivado de camptotecina ((1S,98)-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 mostrado en la siguiente férmula).

[Comp. quimico 16]

Me

/ 0

Aunque tiene 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 posicién
1 puede usarse preferentemente como una posiciéon de conexion a la estructura enlazadora. Ademés, exatecan
también puede liberarse en las células tumorales mientras parte del enlazador todavia esté fijado a las mismas.
Sin embargo, es un compuesto excelente que exhibe un excelente efecto antitumoral incluso en tal estructura.

Debido a que exatecan tiene una estructura de camptotecina, se sabe que el equilibrio cambia a una estructura
con un anillo de lactona cerrado (anillo cerrado) en un medio acuoso acido (por ejemplo, pH 3 o asi) pero
cambia a una estructura con un anillo de lactona abierto (anillo abierto) en un medio acuoso basico (por ejemplo,
pH 10 o asi). También se espera que un conjugado de farmaco que se introduce con un residuo de exatecan
correspondiente a la estructura de anillo cerrado y a la estructura de anillo abierto tenga el mismo efecto
antitumoral y no es necesario decir que cualquiera de ellos esta dentro del alcance de la presente invencién.

Con respecto al conjugado anticuerpo-farmaco, el nimero de moléculas de farmaco conjugadas por molécula
de anticuerpo es un factor clave que influye en la efectividad y seguridad. La produccién del conjugado
anticuerpo-farmaco se realiza definiendo las condiciones de reaccién, incluyendo las cantidades de uso de
materias primas y reactivos para la reaccién, de modo que tenga un nimero constante de moléculas de farmaco
conjugadas, generalmente se obtiene una mezcla que contiene diferentes nimeros de moléculas de farmaco
conjugadas, a diferencia de la reaccién quimica de un compuesto de bajo peso molecular. El nimero de
farmacos conjugados en una molécula de anticuerpo se expresa o se especifica mediante el valor promedio,
esto es, el nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas. A menos que se describa especificamente
lo contrario como un principio, el nimero 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 niumero especifico
de moléculas de farmaco conjugadas que esta incluido en una mezcla de conjugado de farmaco-anticuerpo
que tiene un numero diferente de moléculas de farmaco conjugadas.

El nimero de moléculas de exatecan conjugadas a una molécula de anticuerpo es controlable y, como nimero
promedio de moléculas de farmaco conjugadas por anticuerpo, pueden unirse aproximadamente de 1 a
10 exatecanos. Preferentemente, es de 2 a 8, y méas preferentemente de 3 a 8. Por otra parte, una persona
experta en la materia puede disefiar una reaccién para conjugar un nimero requerido de moléculas de farmaco
con una molécula de anticuerpo basandose en la descripcidén de los Ejemplos de la presente solicitud y puede
obtener un conjugado de anticuerpo-farmaco con un nimero controlado de moléculas de exatecan conjugadas.
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Es poco probable que el conjugado anticuerpo-farmaco producido por el procedimiento de la presente invencién
tenga una aparicién de agregacién, insolubilidad, fragmentacién, o similares, incluso cuando aumenta el
namero de moléculas de farmaco conjugado por molécula de anticuerpo.

{Estructura de engarce}

Con respecto al conjugado de farmaco y anticuerpo anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente
invencién, se explica la estructura de engarce para conjugar un compuesto antitumoral con el anticuerpo anti-
HERS3. El engarce tiene la siguiente estructura:

L1-L2-LP-NH-(CHy)n'-L?(CH)n?-C(=0)- o -L'-L2-LP-,

el anticuerpo esta conectado al terminal de L' (terminal opuesto al que estd conectado L?), el compuesto
antitumoral esta conectado al grupo carbonilo del resto -L3(CH)n?-C(=0)- o al C terminal de LP.

n' representa un entero de 0 a 6, preferentemente, un nimero entero de 1 a 5, y mas preferentemente de 1 a
3.

1. L

L' esta representado por una estructura que se muestra a continuacion:
-(Succinimid-3-il-N)-(CHz)n3-C(=0)-

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

[Compuesto quim. 17]

O

N—

Q

La posicién 3 de la estructura parcial anterior es la posicién de conexién con el anticuerpo anti-HERS3. La
conexién con el anticuerpo en la posicién 3 se caracteriza por formar un enlace tioéter. El atomo de nitrégeno
en la posicién 1 del resto de estructura estéd conectado al atomo de carbono de metileno que esta presente
dentro del engarce que incluye la estructura. Especificamente, -(Succinimid-3-il-N)-(CH2)n3-C(=O)-L*- es una
estructura representada por la siguiente férmula (en el presente documento, "anticuerpo -S-" se obtiene a partir
de un anticuerpo).

[Compuesto quim. 18]

O
Anticuerpo — &

N= (CH,Ir8-C(=0)-L>-

Q

En la formula, n® es un nimero entero de 2 a 8, y preferentemente de 2 a 5.
Los ejemplos especificos de L' incluyen los siguientes.
-(Succinimid-3-il-N)-CH>CH2-C(=0)-,

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH,-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CHo-C(=0)-,
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-(Succinimid-3-il-N}-CH>CH>CH2CH>CH,-C(=0)-
2. 12
L? tiene una estructura representada por la siguiente férmula:
-NH-(CH2CH-0)n*-CH.CHo-C(=0)-

L? puede no estar presente, y en tal caso, L2 es un enlace sencillo. En la estructura de engarce del farmaco de
la presente invencion, en particular, LP puede estar conectado directamente a un medicamento y, en tal caso,
L? es de forma especialmente preferente un enlace sencillo. n* es un nlimero entero de 1 a 6, y preferentemente
de 2 a 4. L2 esta conectado a L' en su grupo amino terminal y esta conectado a LP en el grupo carbonilo del
terminal opuesto.

Ejemplos especificos de L? incluyen los siguientes.
-NH-CH2CH2-O-CH2CH»-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CHx-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH»>-O-CHoCH2-C(=0)-,
-NH-CH>CH»-O-CH>CH:-O-CH>CHo-O-CH>CH2-O-CH2CH,-C(=0)-,
-NH-CH>CH»-O-CH2CH:-O-CH>CHo-O-CHoCH2-O-CH2CH2-O-CHoCH2-C(=0)-,
-NH-CH>CH2-O-CH2CH:-O-CH>CHo-O-CH>CH2-O-CH2CH2-O-CHoCH-O-CHoCHo-C(=0)-
3.LP
LP es un residuo peptidico que consiste en 2 a 7 aminoacidos seleccionados entre fenilalanina (Phe; F), glicina
(Gly; G), valina (Val; V), lisina (Lys; K), citrulina (Cit), serina (Ser; S), acido glutamico (Glu; E) y 4cido aspartico
(Asp; D). Especificamente, consiste en un residuo oligopeptidico en el que los 2 a 7 amino&cidos estan unidos

por un enlace peptidico. L” esta conectado a L? en el terminal N y esta conectado al grupo amino de la fraccion
-NH-(CHa)n'-L3-(CH,)n?-C(=0)- del engarce en el terminal C.

El aminoacido que constituye LP es, por ejemplo, un L- o un D-aminoéacido, preferiblemente un L-aminoacido.

Dependiendo del tipo de aminoacido, se puede controlar el patrén de liberacién del farmaco. El nimero de
aminoécidos puede estarentre 2 a 7.

[0186] Ejemplos especificos de LP incluyen los siguientes.
-GGF-,
-DGGF-,
-(D-)D-GGF-,
-EGGF-,
-GGFG-,
-SGGF-,
-KGGF-,
-DGGFG-,
-GGFGG-,
-DDGGFG-,
-KDGGFG-,
-GGFGGGF-

El "(D-)D" descrito anteriormente significa acido D-aspartico. Ejemplos del LP particularmente preferido del
conjugado anticuerpo-farmaco producido por el procedimiento de la presente invencién incluyen el residuo
peptidico -GGFG- y -DGGFG-. Ademés, en la estructura de enlace farmaco-farmaco de la presente invencién,
el LP puede estar conectado directamente al farmaco vy, para tal caso, los ejemplos preferidos de L” incluyen
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un residuo pentapeptidico de -DGGFG-.
4. |*-(CH)n?-C(=0)-

L2 en L3(CH2)n>*C(=0)- es una estructura de -O- o un enlace sencillo. n? es un nimero entero de 0 a 5,
preferentemente, de 0 a 3, y mas preferentemente 0 0 1.

Ejemplos de L3-(CH2)n?-C(=0O)- incluyen los siguientes:
-O-CH2-C(=0O}-,
-O-CH,>CH,-C(=0)-,
-O-CHxCH2CH,-C(=0y)-,
-O-CH>CH>CH2CH>-C(=0)-,
-O-CH>CHCH>CH2CH,-C(=0)-,
-CH»-C(=0)-,
-CH>CH,-C(=0)-,
-CH2CHoCHo-C(=0)-,
-CH>CH,CH>CH»-C(=0)-,
-CH>CH>CH>CH2CH»-C(=0)-.

Entre ellos, se prefieren aquellos con
-O-CH2-C(=0O}-,
-O-CHoCH,-C(=0)-

o aquellos en los cuales L® es un enlace sencillo y n? es 0.

Ejemplos especificos de la estructura del engarce representada por -NH-(CHz)n'-L2-(CH,)n>C(=0)- incluyen
los siguientes:

-NH-CH>-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-C(=0)-,
-NH-CH2-O-CH2-C(=0O)-,
-NH-CH2CH2-O-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-O-CH»-C(=0)-,
-NH-CH2CH2CH,-C(=0)-,
-NH-CH2CH2CHoCHo-C(=0)-,
-NH-CH2CH2CH2CH>CHo>-C(=0)-
Entre ellos, los ejemplos son més preferentemente los siguientes:
-NH-CH2CH2CH,-C(=0)-,
-NH-CH2-O-CH2-C(=0O)-,
-NH-CH2CH2-O-C(=0)-

En cuanto al engarce -NH-(CH>)n'-L3-(CH)n?-C(=0)-, |a longitud de la cadena de 4 a 7 atomos se prefiere, y
méas preferentemente, son los que tienen una longitud de cadena de 5 o0 6 4tomos.

Con respecto al conjugado anticuerpo anti-HER3-farmaco producido por el procedimiento de la presente
invencién, cuando se transfiere al interior de las células tumorales, se cree que el resto engarce se escinde y
el derivado del farmaco tiene una estructura representada por NHx-(CH2)n"'-La(CH2)n?-C(=0)-(NH-DX) se libera
para expresar una accién antitumoral. Ejemplos del derivado antitumoral que exhibe un efecto antitumoral
mediante la liberacién del conjugado de anticuerpo y farmaco producido por el procedimiento de la presente
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invencién incluyen un derivado antitumoral que tiene un resto de estructura en el que el terminal de la estructura
representado por -NH-(CH2)n'-L3(CH2)n?-C(=0)- del engarce es un grupo amino, y los particularmente
preferidos incluyen los siguientes:

NHz-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
NH2-CH2CH2CHo-C(=0)-(NH-DX),
NH,-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
NHz-CH2CH2-O-CHy-C(=0)-(NH-DX).

Por otra parte, en el caso de NH2-CH>-O-CH»-C(=0O)-(NH-DX), se confirmé que, como la estructura aminal de
la molécula es inestable, vuelve a sufrir una autodegradacién para liberar el siguiente HO-CH»>-C(=O)-(NH-DX).
Estos compuestos también pueden usarse preferentemente como intermedio de produccién del conjugado de
anticuerpo y farmaco producido por el procedimiento de la presente invencién.

Ademas, en la estructura del engarce del farmaco de la presente invencion, surge un caso en el cual LP puede
estar conectado directamente al farmaco. En tal caso, cuando el C terminal de LP es glicina, el farmaco
antitumoral que se liberaré es el propio exatecano o un compuesto que tiene glicina unida al grupo amino del
exatecano.

Para el conjugado de anticuerpo y farmaco producido por el procedimiento de la presente invencién en el cual
se usa exatecano como farmaco, el resto del engarce del farmaco tiene la siguiente estructura

L1-L2-LP-NH~(CHy)n'-L?(CHy)n?-C(=0)~(NH-DX) 0
L1-L2-LP(NH-DX)

al cual se prefiere conectar el anticuerpo. El nimero conjugado de estos restos de estructura del engarce del
farmaco puede ser de 1 a 10 como el nimero medio de conjugados por anticuerpo, preferentemente, de 2 a 8,
y mas preferentemente de 3 a 8.

~(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
Succinimid-3-il-N)-CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
Succinimid-3-il-N)-CHoCH,CHoCHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHo-C(=0)-(NH-DX),
Succinimid-3-il-N)-CHoCHoCHoCHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CHoCHoCHo-C(=0)-(NH-DX),
Succinimid-3-il-N}-CH,CH,CH,CHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CHoCH,CH,CHoCHo-C(=0)-(NH-DX),
Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CHoCHoCHo-C(=0)-DGGF G-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
)_
)_
)_
)_
)_

Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CHoCHoCHa-C(=0)-DGGF G-NH-CHCHCHoCHCHo-C(=0)-(NH-DX),
Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CHoCHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CHo-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CHoCHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CHoCHo-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH-C(=0)-NH-CHoCHo-0-CHoCHy-O-CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHo-C(=0)-
(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CHaCHa-C(=0)-NH-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHoCHo-
C(=0)~(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CHaCH-C(=0)-NH-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CHoCH2-0-CHoCHo-O-CH,CH-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHa-C(=0)-NH-CH,CH,-0-CHoCHyp-O-CHCH0-CHoCHo-O-CHLCHo-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH>CH2CH2CH2CHo-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH2CH2-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).

(

5
Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CHoCHo-C(=0)-DGGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),

(

(

s A A A A o A A
o nunn

2000000

Entre ellos, los mas preferidos son los siguientes:

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

-CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
-CH>CH2CH>CHoCH»-C(=0)-GGF G-NH-CH>CHoCH»-C(=0)-(NH-DX),
-CH2CH2CH2CH2CH»-C(=0)-DGGF G-NH-CH>CH>CH»-C(=0

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

Succinimid-3-il-N
C(=0)~«(NH-DX),
-(Succinimid-3-il-N)-CH>CH2>-C(=0)-NH-CH>CH2-O-CHyCH2-O-CH>CH2>-O-CHoCH2>-O-CH2CH»-C(=0)-
GGFG-NH-CH>CH>CH,-C(=0)~(NH-DX),

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

~
~
~
~
~
~

e e e e e e

-CH2CH2-C(=0)-NH-CH>CH,-O-CH>CHo-O-CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CHoCHo-
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-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).
Los alin mas preferidos son los siguientes:

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CHo-C(=0)-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH2CHCH,-C(=0)-GGF G-NH-CHoCH-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHy-C(=0)-NH-CH2CHo-0-CHoCHp-O-CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHoCHo-
C(=0)~(NH-DX),

~(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).

Los particularmente preferidos son los siguientes:

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CHo-C(=0)-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH2CHCH,-C(=0)-GGF G-NH-CHoCH-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHy-C(=0)-NH-CH2CHo-0-CHoCHp-O-CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHoCHo-
C(=0)~(NH-DX).

Con respecto a la estructura de engarce para conjugar el anticuerpo anti-HER3 y un farmaco en el conjugado
de anticuerpo y farmaco de la presente solicitud, el engarce preferido se puede construir conectando las
estructuras preferidas mostradas para cada parte del engarce explicado anteriormente. En cuanto a la
estructura de engarce, se pueden usar preferentemente aquellos con la siguiente estructura. Por otra parte, el
terminal izquierdo de la estructura es una posicién de conexién con el anticuerpo y el terminal derecho es una
posicién de conexién con el farmaco.

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=O)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH2CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH2-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH2CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,CH2CH2-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CHCH,CH2CH2CH2-C(=0)-DGGF G-NH-CH,CHo-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CHoCHo-C(=0)-DGGF G-NH-CH,CH,CHo-C(=O)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH2CH2CHo-C(=0)-DGGF G-NH-CHoCHoCH,CH,CHo-C(=O)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CHCH,CH2CH2CHo-C(=0)-GGF G-NH-CHy-O-CHo-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHoCHy-O-CHo-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH-C(=0)-NH-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHo-C(=0)-

(=0)
(=0)
(=0)
(=0)
(=0)
(=0)

~(Succinimid-3-il-N)-CHaCHy-C(=0)-NH-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHoCHo-
C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CHaCH-C(=0)-NH-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CHoCH2-O-CHoCHo-O-CH,CHo-C(=0)-
GGFG-NH-CHyCH2-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CHaCH-C(=0)-NH-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CHoCH2-O-CHoCHo-O-CH,CHo-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH2CHx-C(=0)-,

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH»-C(=0)-GGF G-,

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-DGGF G-,

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH2CH2CHo-C(=0)-GGF G-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH2CH2CH,-C(=0)-DGGF G-

Entre ellos, més preferidos son los siguientes:

Succinimid-3-il-N
Succinimid-3-il-N
Succinimid-3-il-N
Succinimid-3-il-N
Succinimid-3-il-N
Succinimid-3-il-N
C(=0)-,
-(Succinimid-3-il-N)-CH>CH2>-C(=0)-NH-CH>CH2-O-CHyCH2-O-CH>CH2>-O-CHoCH2>-O-CH2CH»-C(=0)-
GGFG-NH-CH>CH>CHo-C(=0)-,

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

- -CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHyCH2CH,-C(=0)-,

-CH2CHoCH2CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2CH»-C(=0)-,
-CH2CH2CH2CH2CH,-C(=0)-DGGF G-NH-CH>CH2CH»-C(=0)-,
-CH2CH2CH2CH2CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH»>-C(=0)-,
-CH2CH2CH2CHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CH>CHo-O-CH»>-C(=0)-,
-CH2CH2-C(=0)-NH-CH>CH,-O-CH>CHo-O-CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CHoCHo-

AAAAAA
N e e e

Aln mas preferidos son los siguientes:

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH»-C(=0)-,
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-O-CH2-C(=0)-,
-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH>-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CHa-
C(=0)-,

-(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CHo-C(=0)-DGGF G-.
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Particularmente preferidas son las siguientes:

~(Succinimid-3-il-N)-CHCH,CH2CH2CHo-C(=0)-GGF G-NH-CHy-O-CHo-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHoCHy-O-CHo-C(=0)-,
~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHy-C(=0)-NH-CHoCHo-0-CHoCHyp-O-CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHoCHo-
5 C(=0)-.

{Procedimiento de produccion}

A continuacién, se dan explicaciones para el procedimiento representativo para la produccién del conjugado de
anticuerpo y farmaco producido por el procedimiento de la presente invencién o un intermedio de produccién
del mismo. Por otra parte, los compuestos se describen més adelante en el presente documento con el nimero
10 mostrado en cada férmula de reaccidén. Especificamente, se denominan "compuesto de férmula (1)", un

"compuesto (1)", o similares. Los compuestos con nimeros distintos de estos también se describen de un modo
similar.

1. Procedimiento de produccién 1

El conjugado anticuerpo-farmaco representado por la férmula (1) en el que el anticuerpo se conjuga a la
15 estructura del engarce del farmaco a través del tioéter se puede producir mediante el siguiente procedimiento,
por ejemplo.

[Compuesto quim. 19]

AB
LYLELR RO R T O RN CEOMNSDX) 3a ABL LU NAHOH IO IFC (=0 NH-DX)
o s o Y o
RAEEEX VTS AB-L L2 N
2 1

[en la férmula, AB representa un anticuerpo con un grupo sulfhidrilo y L'"corresponde a L' que tiene una
20 estructura en la que el conector terminal se convierte en un grupo maleimidilo (férmula que se muestra a
continuacién).

[Compuesto quim. 20]

Q
—N !

O

25 (en la formula, el &tomo de nitrégeno es la posicién de conexion)
Especificamente, representa un engarce que tiene una estructura la cual, dentro de la estructura de L'
representada como -(Succinimid-3-il-N)-(CH2)n?>-C(=0)-, dicho resto -(Succinimid-3-il-N)- se convierte en un
grupo maleimidilo. Ademas, el -(NH-DX) representa una estructura representada por la siguiente férmula:

[Compuesto quim. 21]
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; O

y representa un grupo que se obtiene por la retirada de un 4tomo de hidrégeno del grupo amino en la posicién
1 de exatecano.

Ademas, el compuesto de férmula (1) en la férmula de reaccién anterior se puede interpretar como una
estructura en la que un resto de estructura desde el fArmaco hasta el conector terminal estd conectado a un
anticuerpo. Sin embargo, es solo la descripcién dada por conveniencia, y en realidad hay muchos casos en los
que una pluralidad de dichos restos estructurales estan conectadas a una molécula de anticuerpo. Lo mismo
se aplica a la explicacién del procedimiento de produccién que se describe a continuacién.

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

El anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo puede obtenerse por un procedimiento bien conocido en la
técnica (Hermanson, G.T, Bioconjugate Techniques, pags. 56-136, pags. 456-493, Academic Press (1996)).
Los ejemplos incluyen: un reactivo de Traut se hace reaccionar con el grupo amino del anticuerpo; se hacen
reaccionar S-acetiltioalcanoatos de N-succinimidilo se con el grupo amino del anticuerpo, seguido de reaccién
con hidroxilamina; después de hacer reaccionar con 3-(piridilditio)propionato de N-succinimidilo, se hace
reaccionar con un agente reductor; el anticuerpo se hace reaccionar con un agente reductor, tal como
ditiotreitol, 2-mercaptoetanol y clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) para reducir el enlace disulfuro en
una parte bisagra en el anticuerpo para formar un grupo sulfhidrilo, pero no se limita al mismo.

Especificamente, usando 0,3 a 3 equivalentes molares de TCEP como agente reductor por enlaces disulfuro
en la parte de bisagra del anticuerpo y reaccionando con el anticuerpo en una solucién tampén que contiene
un agente quelante, el anticuerpo que une el disulfuro en la parte de bisagra del anticuerpo es parcial o se
puede obtener completamente reducido. Los ejemplos del agente quelante incluyen &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y acido dietilentriaminopentaacético (DTPA). Puede usarse a una
concentracién de 1 mM a 20 mM. Ejemplos de la solucién tampén la cual puede usarse, incluyen una solucién
de fosfato sédico, borato sédico o acetato sddico. Especificamente, haciendo reaccionar el anticuerpo con
TCEP entre 4 °C y 37 °C durante 1 a 4 horas, se puede obtener el anticuerpo (3a) que tiene grupos sulfhidrilo
parcial o completamente reducidos.

Por otra parte, al realizar una reaccién de adicién de un grupo sulfhidrilo a un resto de engarce del farmaco, el
resto de engarce del farmaco puede conjugarse 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 anticuerpo y farmaco (1) en el que se conjugan de 2 a 8 moléculas de farmaco
por anticuerpo. Especificamente, es suficiente que la solucién que contiene el compuesto (2) disuelto en el
mismo 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 de tampdn que puede usarse incluyen una
solucién de acetato sédico, fosfato sddico y borato sdédico. El pH de la reaccién es de 5 a 9 y, mas
preferentemente, la reaccién se realiza cerca de un pH de 7. Los ejemplos del disolvente para disolver el
compuesto (2) incluyen un disolvente organico, tal como dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF),
dimetilacetamida (DMA) y N-metil-2-pirrolidona (NMP).

La reaccidén se puede llevar a cabo afiadiendo la solucién de disolvente orgénico que contiene el compuesto

(2) disuelto en el mismo de 1 al 20 % v/v a una solucién tampén que contiene el anticuerpo (3a) que tiene un
grupo sulfhidrilo. La temperatura de reaccién es de 0 a 37 °C, mas preferentemente de 10 a 25 °C y el tiempo
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de reaccidn es de 0,5 a 2 horas. La reaccién 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, mediante la adicién de 1 a 2 equivalentes molares de NAC al
compuesto (2) usado e incubando a temperatura ambiente durante 10 a 30 minutos, se puede terminar la
reaccion.

El conjugado de anticuerpo y farmaco producido (1) puede someterse a, después de la concentracién,
intercambio de tampédn, purificacion y medicion de la concentracién de anticuerpos y el nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado por molécula de anticuerpo de acuerdo con los procedimientos comunes que
se describen a continuacién, para hacer una identificacién del conjugado anticuerpo y farmaco (1).

Procedimiento comun A: Concentracién de solucién acuosa de anticuerpo o conjugado de anticuerpo y farmaco

En un recipiente Amicon Ultra (50,000 MWCO, Millipore Corporation), se afiadié una solucién del anticuerpo o
conjugado de anticuerpo y farmaco y la solucién del anticuerpo o conjugado de anticuerpo y farmaco se
concentré mediante centrifugacién (centrifugacién durante 5 a 20 minutos de 2000 G a 3800 G) usando un
centrifugador (Allegra X-15R, Beckman Coulter, Inc.)

Procedimiento comun B: Medicién de la concentracién de anticuerpo

Usando un detector UV (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific Inc.), se realizé la medicién de la
concentracién de anticuerpo de acuerdo con el procedimiento definido por el fabricante. En este caso, el
coeficiente de absorcién de 280 nm se puede estimar a partir de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo
usando un procedimiento de calculo conocido (Protein Science, 1995, vol. 4, 2411-2423), y se usd un
coeficiente de absorcion de 280 nm diferente para cada anticuerpo (1,3 mimg™'cm™ a 1,8 mimg™ cm™). En el
caso de U1-59, se usé como valor estimado un coeficiente de absorcion de 280 nm de 1,768 mimg"' cm™' de
acuerdo con su secuencia de aminoacidos.

Procedimiento comun C: Intercambio de tampén para anticuerpo

Se equilibré la columna NAP-25 (n.° de CAT. 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) que usaba un
portador Sephadex G-25 con tampén fosfato (10 mM, pH 6,0; se denomina PBS6.0/EDTA en la memoria
descriptiva) que contiene cloruro sédico (137 mM) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA, 5 mM) de acuerdo
con el procedimiento definido por el fabricante. Una solucién acuosa del anticuerpo se aplicé en una cantidad
de 2,5ml a una sola columna NAP-25 y después se recogid la fraccion (3,5 ml) eluida con 3,5ml de
PBS6,0/EDTA. La fraccién resultante se concentré mediante el Procedimiento comuin A. Después de medir la
concentracién del anticuerpo usando el Procedimiento comun B, la concentracién del anticuerpo se ajusté a
10 mg/ml usando PBS6,0/EDTA.

Procedimiento comun D: Purificacién de conjugado de anticuerpo y farmaco

La columna NAP-25 se equilibr6 con tampdn de acetato que contenia sorbitol (5 %) (10 mM, pH 5,5; se
denomina ABS en la memoria descriptiva). Se aplicé una solucién de reaccién acuosa del conjugado de
anticuerpo y farmaco (aproximadamente 2,5 ml) a la columna NAP-25 y después se eluyé con el tampén en
una cantidad definida por el fabricante para recoger la fraccién de anticuerpo. Mediante la realizacién de un
procedimiento de purificacién por filtraciéon en gel, en el que dicha fraccién recogida se aplicé nuevamente a la
columna NAP-25 y se eluy6 con tampén, se repitié de 2 a 3 veces en total, se obtuvo el conjugado de anticuerpo
y farmaco excluyendo el engarce del farmaco no conjugado y un compuesto de bajo peso molecular (clorhidrato
de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), N-acetil-L-cisteina (NAC) y dimetilsulféxido).

Procedimiento comun E: Medicién de la concentracién de anticuerpos en el conjugado de anticuerpo y farmaco
y humero medio de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de anticuerpo (1)

La concentracidén de farmaco conjugado en el conjugado de anticuerpo y farmaco puede calcularse midiendo
la absorbancia de UV de una solucidén acuosa del conjugado de anticuerpo y farmaco a dos longitudes de onda
de 280 nmy 370 nm, seguido de realizacién del calculo que se muestra més adelante.

Debido a que la absorbancia total a cualquier longitud de onda es igual a la suma de la absorbancia de cada
especie quimica que absorbe luz que estan presentes en un sistema [aditividad de absorbancia], cuando los
coeficientes de absorcién molar del anticuerpo y el farmaco permanecen iguales antes y después de la
conjugacién entre el anticuerpo y el farmaco, la concentracién de anticuerpo y la concentracién de farmaco en
el conjugado de anticuerpo y farmaco se expresan con las siguientes ecuaciones.

A2so - Ap2s0 + An 280 - Ep280Cp + Ea280Ca  Ecuacion (1)
As70 = Aps7o + Aazzo = EparoCp+Eas7oCa  Ecuacion (2)

En lo anterior, Agg representa la absorbancia de una solucién acuosa del conjugado de anticuerpo y farmaco
a 280 nm, As7g representa la absorbancia de una solucién acuosa del conjugado de anticuerpo y farmaco a
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370 nm, Ax 280 representa la absorbancia de un anticuerpo a 280 nm, Aa3s7o representa la absorbancia de un
anticuerpo a 370 nm, Aposo representa la absorbancia de un precursor de conjugado a 280 nm, Aps7o
representa la absorbancia de un precursor de conjugado a 370 nm, Ea 280 representa el coeficiente de absorcién
molar de un anticuerpo a 280 nm, Eas7o representa el coeficiente de absorcidn molar de un anticuerpo a
370 nm, Ep2so representa el coeficiente de absorcién molar de un precursor de conjugado a 280 nm, Eps7o
representa el coeficiente de absorcién molar de un precursor de conjugado a 370 nm, Ca representa la
concentracién de anticuerpo en un conjugado de anticuerpo y farmaco y Cp representa la concentracién de
farmaco en un conjugado de anticuerpo y farmaco.

En cuanto a Ex 280, Ea 370, Ep 280 ¥ Ep 370 €n lo anterior, se usan valores preparados previamente (valor estimado
basado en el calculo o valor de medicién obtenido por medicion UV del compuesto). Por ejemplo, Ea2s0 se
puede estimar a partir de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo usando un procedimiento de calculo
conocido (Protein Science, 1995, vol. 4, 2411-2423). Ex 370 es generalmente cero. En el caso de U1-59, se usé
En 280 de 259400 como valor estimado de acuerdo con su secuencia de aminoécidos. Epso ¥ Eps7o pueden
obtenerse basandose en la ley de Lambert-Beer (Absorbancia = concentracién molar x coeficiente de absorcién
molar x longitud del camino celular) midiendo la absorbancia de una solucién en la que el precursor conjugado
que se va a usar se disuelve a una cierta concentracién molar. Midiendo Agsg ¥ As7g de una solucién acuosa del
conjugado de anticuerpo y farmaco y resolviendo las ecuaciones simultaneas (1) y (2) usando los valores, se
pueden obtener Cp y Cp. Ademas, dividiendo Cp entre Cp, se puede obtener el nimero medio de unién al
farmaco por anticuerpo.

En la presente invencidn, el procedimiento para determinar el nimero medio de moléculas de farmaco
conjugado por anticuerpo como se describe anteriormente se denomina "procedimiento UV".

Procedimiento comun F: Medicion del nimero medio de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de
anticuerpo en conjugado de anticuerpo y farmaco - (2)

El nimero medio de moléculas de farmaco conjugado por molécula de anticuerpo en el conjugado de anticuerpo
y farmaco también se puede determinar mediante anélisis de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
usando el siguiente procedimiento, ademés del Procedimiento comun E.

{F-1. Preparacién de muestra para anélisis HPLC (Reduccién de conjugado de anticuerpo y farmaco)}

Se mezcla una solucién de conjugado de anticuerpo-farmaco (aproximadamente 1 mg/ml, 60 u ("u" representa
"micro™)l) con una solucién acuosa de ditiotreitol (DTT) (100 mM, 15 ul). Al incubar la mezcla a 37 °C durante
30 minutos, se escinde el enlace disulfuro entre las cadenas L y H del conjugado de anticuerpo y farmaco. La
muestra resultante se usa en analisis HPLC.

{F-2. andlisis HPLC}
El anélisis de HPLC se lleva a cabo en las siguientes condiciones de medicién.

Sistema de HPLC: Sistema Agilent 1290 HPLC (Agilent Technologies)

Detector: Espectrometro de absorcidn ultravioleta (medicién de longitud de onda: 280 nm)

Columna: PLRP-S (2,1 x50 mm, 8 um, 1000 angstroms; Agilent Technologies, PIN PL1912-1802)
Temperatura de columna: 80 °C

Fase mévil A: solucién acuosa al 0,04 % de acido trifluoroacético (TFA)

Fase mévil B: Solucidén de acetonitrilo que contiene TFA al 0,04 %

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

Inyeccién de muestra: 15 ul

{F-3. Anélisis de datos}

[F-3-1] En comparacién con las cadenas L (Lo) y H (Ho) de anticuerpos no conjugados, la cadena L (cadena L
conjugada con el farmaco unida a una molécula del farmaco: L4) y H (cadena H unida a una molécula de
farmaco: H4, cadena H unida a dos moléculas de farmaco: Ho, cadena H unida a tres moléculas de farmaco:
Hsz) las cadenas presentan una mayor hidrofobicidad en proporcién al nimero de moléculas de farmaco
conjugadas y, por tanto, tienen un tiempo de retencién mayor. Por tanto, estas cadenas se eluyen en el orden
de Loy L1 0 Ho, H1, H2 ¥y Hs. Los picos de deteccidn se pueden asignar a cualquiera de Lo, L1, Ho, H1, Hoy Hs
mediante la comparacién de los tiempos de retencién con Lo y Ho.

[F-3-2] Dado que el engarce del farmaco tiene absorcién de UV, los valores del 4rea de pico se corrigen en
respuesta al nUmero de moléculas de engarce del farmaco conjugadas de acuerdo con la siguiente expresién
usando los coeficientes de absorcién molar de la cadena L o H y el engarce del farmaco.

[Mat. 1]
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Valor corregido del area de pico de la cadena L (Li)
= Area de pico

Coeficiente de absorcion molar de la cadena L

Coeficiente de absorcién molar de la cadena L +
El nimero de moléculas de firmaco conjugadas x Coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco

X

[Mat. 2]
Valor corregido del area de pico de la cadena H (Hi)
= Area de pico

Coeficiente de absorcién molar de la cadena H

Coeficiente de absorcién molar de la cadena H +
El nimero de moléculas de firmaco conjugadas x Coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco

X

En este caso, un valor estimado a partir de la secuencia de aminoacidos de la cadena L o H de cada anticuerpo
usando un procedimiento de célculo conocido (Protein Science, 1995, vol. 4, 2411-2423) puede usarse como
el coeficiente de absorcién molar (280 nm) de la cadena L o H de cada anticuerpo. En el caso de U1-59, se
usaron un coeficiente de absorcién molar de 34690 y un coeficiente de absorcién molar de 95000 como valores
estimados para las cadenas L y H, respectivamente, de acuerdo con su secuencia de aminoacidos. El
coeficiente de absorcién molar realmente medido (280 nm) de un compuesto en el que el grupo maleimida se
ha convertido en tioéter de succinimida mediante la reaccion de cada conector de fArmaco con mercaptoetanol
o N-acetilcisteina se usé como coeficiente de absorcién molar (280 nm) del engarce del farmaco.

[F-3-3] La relacidon de area de pico (%) de cada cadena se calcula para el total de los valores corregidos de
areas de pico.

[Mat. 3]
A
Relacion de area de pico de la cadena L = — %100
ALO + ALl
A
Relacién de area de pico de la cadena H = e x 100

AHO + AHl + AHZ + AH3
Valores corregidos de las respectivas areas de pico de Ay, AniLi, Hi

[F-3-4] El nUmero medio de moléculas de farmaco conjugadas por molécula de anticuerpo en el conjugado de
anticuerpo y farmaco se calcula de acuerdo con la siguiente expresion.

Numero medio de moléculas de farmaco conjugadas = (relacién de area de pico Lg x 0 + relacién de &rea de
pico Lo x 1 + relacién de area de pico Ho x O + relacién de érea de pico Hq x 1 + relacién de area de pico Hox 2
+ relacién de area de pico Hzx 3) /100 x 2

[0233] A continuacién en el presente documento, se describen los compuestos intermedios de produccién

usados en el Procedimiento de produccién 1. El compuesto representado por la férmula (2) en el Procedimiento
de produccién 1 es un compuesto representado por la siguiente férmula:

(maleimid-N-il}-(CH2)n*-C(=0O)-L2-LP-NH-(CH2)n'-L2~(CH2)n?-C(=0)~(NH-DX)
° (maleimid-N-il}-(CHz)n*-C(=0)-L>-LP-(NH-DX).
En la formula,
n® representa un nimero entero de 2 a 8,
L? representa -NH-(CHCH>-0)n*-CH,CH>-C(=0)- 0 un enlace sencillo,

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

LP representa un residuo peptidico que consiste en 2 a 7 aminoacidos seleccionados entre fenilalanina,
glicina, valina, lisina, citrulina, serina, acido glutamico y acido aspartico,

n' representa un nimero entero de 0 a 6,

n? representa un nimero entero de 0 a 5,
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L2 representa -O- o un enlace sencillo,

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

[Compuesto quim. 22]

O
—N i

G

en la que el atomo de nitrégeno es la posiciéon de conexién, y

-(NH-DX) es un grupo representado por la siguiente férmula:

[Compuesto quim. 23]

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

En cuanto al residuo peptidico LP, consiste en aminoacidos seleccionados entre fenilalanina, glicina, valina,
lisina, citrulina, serina, acido glutamico y acido aspartico. Entre los residuos peptidicos LP, se prefieren como
intermedios de produccién aquellos que consisten en 4 0 5 aminoacidos. Mas especificamente, se prefieren
como intermedios de produccién aquellos en los que L es un residuo tetrapeptidico de -GGFG- o un
pentapeptidico de -DGGFG-, més preferiblemente, -GGFG-.

Ademas, en cuanto al -NH-(CHu)n'-L3-(CH2)n?-, aquellos que tienen -NH-CHyCHa-, -NH-CH,CH>CHo-, -NH-
CHoCH2CH2CH2-, -NH-CHoCHoCH2CH2CHa-, -NH-CH>-O-CHa- 0 -NH-CHoCH2-O-CH»- se prefiere como
intermedio de produccién. Un compuesto de - NH-CH>CH>CHz-, -NH-CH>-O-CH2>- 0 -NH-CH>CH»>-O-CH> es
méas preferido.

En cuanto a n® se prefieren como intermedio de produccion aquellos en los que es un nimero entero de 2 a 8.

En cuanto a L2 aquellos en los cuales es un enlace sencillo 0 -NH-(CHyCH2-O)n*-CH,CH>-C(=0)- y n* es un
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ndmero entero de 2 a 4 se prefieren como intermedio de produccion.

Ademas, aquellos en los cuales n® es un nimero entero de 2 a 5, L2 es un enlace sencillo, y -NH-(CH)n'-L>-
(CH2)n% es -NH-CH,CHz-, -NH-CHoCHoCHa-, -NH-CH2CH2CH2CHo-, -NH-CH2CH2CH2CH2CHo-, -NH-CHo-O-
CH2- 0 -NH-CH>CH»-O-CHo- se prefiere como intermedio de produccién. Ademas, més preferidos entre ellos
son aquellos en los cuales - NH-(CHz)n'-L3-(CHz)n?- es -NH-CHoCHa-, -NH-CH2CHoCHa-, -NH-CH»-O-CHz- 0 -
NH-CH,CH»-O-CH>-. Ademas, se prefiere aquellos en los cuales n® es un nimero entero de 2 0 5.

Ademas, aquellos en los cuales n® es un nlimero entero de 2 a 5, L? es -NH-(CH2CH>-O)n*-CHoCH,-C(=0)-, n*
es un nimero entero de 2 a 4, y -NH-(CH2)n"-L2(CH2)n?- es -NH-CHyCHz-, -NH-CHyCH>CH2-, -NH-
CHoCH>CH2CH»-, -NH-CHoCH2CH2CH2CHa-, -NH-CH>-O-CHa- 0 -NH-CHoCH2-O-CH»- se prefiere como
intermedio de produccion. Mas preferidos entre ellos son aquellos en los cuales n* es un nimero entero de 2 o
4. Ademas, aquellos en los cuales -NH-(CHz)n'-L? es -NH-CH>CH2CHy-, -NH-CH2-O-CH>- 0 -NH-CHCH»-O-
CHo- se prefiere.

Los ejemplos preferidos del intermedio que son Utiles para la producciéon del compuesto de la presente
invencién incluyen los ejemplificados a continuacién:

(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH»>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHCH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2CH»>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CHyCH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CHoCH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH>CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CHyCH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH>CHCH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH>CH>CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH>CHoCH»-C(=0O)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2CHyCHo-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH>CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH>CHoCH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2CHoCHoCHo-C(=0O)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH>CH2-C(=0)-DGGF G-NH-CH>CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH>CH>CH2-C(=0)-DGGF G-NH-CH>CH2CH>CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH>CH>CH>CH»>-C(=0)-DGGF G-NH-CH2CH>CH>CH>CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>-O-CH>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-O-CH»>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHyCH>-O-CH>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2-O-CHx-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHyCH»-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2-C(=0)-NH-CHCH,-O-CH2CH2-O-CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CHx-C(=0)-
(NH-DX),

(

maleimid-N-il)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH,CHy-0-CH,CHy-O-CHoCHo-0-CHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-
CHoCHoCHo-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)}-CH,CHy-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CHoCHyp-O-CH,C H2-O-CHoCHo-0-CHoCH,-C(=0)-GGF G-
NH-CH2CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),

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

(maleimid-N-il)-CH,CH,CH,-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CHoCH,-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHCH,CH,CH2CHo-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CH,CH2CH,-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)|-CH,CH,CH,CH,-C(=0)-DGGF G-(NH-DX), 0
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH>CH>CH,-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).

Mediante la reaccién del compuesto engarce de farmacos seleccionado del grupo mencionado anteriormente
de compuestos intermedios con un anticuerpo anti-HER3 o un derivado reactivo del mismo, se puede formar
un enlace tioéter en un resto de enlace disulfuro presente en una parte de bisagra del anticuerpo anti-HER3 y,
como resultado, se puede producir el conjugado de anticuerpo y farmaco anti-HERS3. En este caso, es preferible
usar un derivado reactivo de un anticuerpo anti-HER3. Se prefiere particularmente un derivado reactivo
obtenido reduciendo un anticuerpo anti-HERS3.
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Los siguientes son un compuesto el cual es mas preferido como intermedio de produccién.

(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>CH2CH»>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHCH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH>CH>CH2CH2CH»-C -GGFG-NH-CH2CH>CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH>CH>CH2CH2CH»-C -GGFG-NH-CH2CH>CH>CH>CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH>CH>CH2CH2CH»-C -DGGFG-NH-CHoCH2CHo-C(=0O)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH>CH>CH2CH2CH»-C -GGFG-NH-CH>-O-CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHyCH»-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH-C(=0)-NH-CH>CH»>-O-CH2CH5-O-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CHo-C(=0O)~(NH-
DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2-C(=0)-NH-CHCH,-O-CH2CH2-O-CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CHx-C(=0)-
(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2-C(=0)-NH-CHxCH:-O-CH2CH2-O-CH>CH»-O-CH>CH»-O-CHoCHL-C(=0)-GGF G-
NH-CH>CH>CH»>-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CH2CH>-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),

(maleimid-N-il}-CH2CH>CH»>-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH2CH»-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH>CH>CH>CH»>-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).

TN
L0090

Ademas, entre el grupo de compuestos intermedios antes mencionado, los intermedios representados por la
siguiente férmula son un compuesto mas preferido:

maleimid-N-il)-CH2CHa-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH>CH2-O-CH2CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH>-C(=0)-

(

(NH-DX),

(maleimid-N-il)|-CH,CH,CH,CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CH,CH2CH,CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH2CH,CH,CHo-C(=0)-DGGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX), 0
(maleimid-N-il)-CH,CH>CH>CH>CH,-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).

Particularmente preferidos son los compuestos que estan representados por la siguiente férmula:

maleimid-N-il)-CH2CHa-C(=0)-NH-CHoCHy-0-CH,CHy-O-CHCHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHo-C(=0)-
NH-DX),

maleimid-N-il)-CH2CH2CHCHACH2-C(=0)-GGF G-NH-CHp-O-CHy-C(=0)-(NH-DX), 0
maleimid-N-il)-CH,CH2CH,CH2CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHy-O-CHy-C(=0)-(NH-DX).

e e —

2. Procedimiento de produccién 2

El compuesto representado por la férmula (2) o una sal farmacolégicamente aceptable del mismo usando como
intermedio en el procedimiento de produccién anterior se puede producir mediante el siguiente procedimiento,
por ejemplo.

[Compuesto quim. 24]

NH,-DX
4
PINHH{CH,IN-L2-{CH)E-C=0)-OH
5

PNH-(CH I -LA-{CH,IR-C=0)-{NH-DX) NH,~{CHy) 1 -LA-(CH-C (=0)-0P?
6 12
l P2LP-OH
8
NH,-({CH,)n'-LA{C H)r?-C (=0)-(NH-DX
(G 2}., FOA ) PLLENH-{CH I -LE-(CH,)n-C(=0)-OP?
P2LP-OH 13
8 NH,-DX /
P2LPNH-(CH ' -L3-{CH,?-C(=0)-(NH-DX) 4 PLLPNH-CH,I-L2-(CHIR-C(=0)-OH
9 14
H-ALP-NHHCHIN-LA(CH )m-C(=0)-0P?
15
LY-L2-0H
H-LP-NH-{(CH, )L 2{CH, -G (=0)-(NH-DX) 11
Leon T LT 2-LP-NHHCH I -L#-(CH -G (=0)-0P?
11 NH,-DX / 186
. 4 ,
L L 2L PNHHCH N LA (CHo-C(FOMNH-DX) < L'LZLENH-CH ' -L3-(CHn?-C(=0)-OH
2 17
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[en la formula, L corresponde a L' que tiene una estructura en la que el terminal se convierte en un grupo
maleimidilo y P', P2y P2 representan un grupo protector].

El compuesto (6) se puede producir derivatizando el acido carboxilico (5) en un éster activo, anhidrido de acido
mixto, haluro de acido o similar y, en presencia de base, haciéndolo reaccionar con NH>-DX [indicando
exatecano; nombre quimico: (1S,98)-1-amino-9-etil-5-fluoro-2,3-dihidro-9-hidroxi-4-metil-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-10,13(9H,15H)-diona] (4) o una sal farmacolégicamente
aceptable del mismo.

Los reactivos de reaccidn y las condiciones que se usan cominmente para la sintesis de péptidos se pueden
emplear para la reaccién. Hay varios tipos de ésteres activos, por ejemplo, puede producirse haciendo
reaccionar fenoles, tales como p-nitrofenol, N-hidroxi benzotriazol, N-hidroxi succinimida o similares, con el
acido carboxilico (5) usando un agente de condensacién, tal como N,N'-diciclohexilcarbodiimida o clorhidrato
de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; ademés, el éster activo también se puede producir mediante una
reaccién del acido carboxilico (5) con trifluoroacetato de pentafluorofenilo o similares; una reaccién del acido
carboxilico (5) con hexafluorofosfito de 1-benzotriazolil oxitripirrolidinofosfonio; una reaccién del acido
carboxilico (5) con cianofosfonato de dietilo (procedimiento de Shioiri); una reaccién del acido carboxilico (5)
con trifenilfosfina y disulfuro de 2,2-dipiridilo (procedimiento de Mukaiyama); una reaccién del 4cido 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 reacciéon también puede realizarse, por ejemplo, por un procedimiento de
haluro de acido por el cual el 4cido carboxilico (5) se trata con haluro de 4cido, tal como cloruro de tionilo o
cloruro de oxalilo en presencia de una base.

Haciendo reaccionar el éster activo, el anhidrido de acido mixto o el haluro de &cido del acido carboxilico (5)
obtenido como anteriormente con el compuesto (4) en presencia de una base adecuada en un disolvente inerte
a una temperatura de reaccidén de -78C a 150C, se puede producir el compuesto (6). Por otra parte, "disolvente
inerte" indica un disolvente el cual no inhibe una reaccién deseada para la que se usa el disolvente.

Los ejemplos especificos de la base usada para cada paso descrito anteriormente incluyen un carbonato, un
alcéxido, un hidréxido o hidruro de un metal alcalino o un metal alcalinotérreo, tal como carbonato sédico,
carbonato potasico, etoxido sédico, butéxido potésico, hidréxido sédico, hidréxido potésico, hidruro sédico o
hidruro potéasico; base organometalica representada por un alquil litio, tal como n-butil litio, o dialquilamino litio,
tal como diisopropilamida de litio; base organometalica, tal como bisililamina que incluye bis(trimetilsilillamida
de litio; y base orgénica, tal como piridina, 2,6-lutidina, colidina, 4-dimetilaminopiridina, trietilamina, N-
metilmorfolina, diisopropiletilamina y diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU).

Los ejemplos del disolvente inerte, el cual se usa para la reaccién de la presente invencién incluyen un
disolvente de hidrocarburo halogenado, tal como diclorometano, cloroformo y tetracloruro de carbono; un
disolvente de éter, tal como tetrahidrofurano, 1,2-dimetoxietano y dioxano; un disolvente de hidrocarburo
aromatico, tal como benceno y tolueno; y un disolvente de amida, tal como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida y N-metilpirrolidin-2-ona. Ademas de ellos, un disolvente de sulféxido, tal como
dimetilsulféxido y sulfolano; un disolvente de cetona, tal como acetona y metiletilcetona; y en algunos casos se
puede usar un disolvente alcohdlico, tal como metanol y etanol. Como alternativa, estos disolventes se pueden
usar como disolventes mixtos.

En cuanto al grupo protector P! para el grupo amino terminal del compuesto (6), un grupo protector para un
grupo amino el cual se usa generalmente para la sintesis de péptidos, por ejemplo, grupo terc-butiloxi carbonilo,
grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo y grupo benciloxi carbonilo, se pueden usar. Los ejemplos del otro grupo
protector 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 arilmetoxicarbonilo, tal como un grupo
parametoxibenciloxi carbonilo y un grupo para (u orto)nitroilbenciloxi 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' puede
seleccionarse dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un compuesto que tiene un grupo amino que
va a protegerse.

Desprotegiendo el grupo protector P' para el grupo amino terminal del compuesto (6) obtenido, puede
producirse el compuesto (7). En esta desproteccion, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse
dependiendo del grupo protector.

El compuesto (9) puede producirse derivatizando el péptido acido carboxilico (8) que tiene el N terminal
protegido con P2 en un éster activo, anhidrido de acido mixto o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto
(7) obtenido. Las condiciones de reaccién, reactivos, base y el disolvente inerte usados para la formacién de
un enlace peptidico entre el péptido acido carboxilico (8) y el compuesto (7) pueden seleccionarse
adecuadamente de los descritos para la sintesis del compuesto (6). El grupo protector P? puede seleccionarse
adecuadamente a partir de los descritos para el grupo protector del compuesto (6), y la seleccién puede hacerse
basandose en, por ejemplo, las propiedades del compuesto que tiene un grupo amino que va a protegerse.
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Como se usa generalmente para la sintesis de péptidos, repitiendo secuencialmente la reaccién vy
desproteccién del aminoacido o péptido que constituye el péptido acido carboxilico (8) para alargamiento,
también puede producirse el compuesto (9).

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

Es posible producir el compuesto (2) derivatizando el acido carboxilico (11) en un éster activo, anhidrido de
acido mixto, haluro de acido o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto (10) obtenido. bases y
disolventes usados para formar un enlace de péptido entre el derivado de acido carboxilico (11) y el compuesto
(10) pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

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

El compuesto (13) se puede producir derivatizando el péptido acido carboxilico (8) que tiene el N terminal
protegido con P2 en un éster activo, anhidrido de acido mixto o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto
de amina (12) que tiene el grupo carboxi protegido. con P® en presencia de una base. Las condiciones de
reaccién, reactivos, base y el disolvente inerte usados para la formacién de un enlace peptidico entre el péptido
acido carboxilico (8) y el compuesto (12) pueden seleccionarse adecuadamente de los descritos para la sintesis
del compuesto (6).

El grupo protector P? para el grupo amino del compuesto (13) no esta particularmente limitado si es un grupo
protector que se usa comlnmente. 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,
grupo 4-metoxibencilo y 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. EI grupo carboxi puede estar
protegido por un éster con un grupo alquilo como un grupo metilo, grupo etilo y grupo terc-butilo, un grupo alilo
0 un grupo arilmetilo, tal como un grupo bencilo. En cuanto al grupo amino, un grupo alquiloxi carbonilo, tal
como un grupo terc-butiloxi carbonilo, grupo metoxicarbonilo y grupo etoxicarbonilo; un grupo
arilmetoxicarbonilo, tal como un grupo aliloxicarbonilo, grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo, grupo benciloxi
carbonilo, grupo parametoxibenciloxi carbonilo y grupo para (u orto)nitroilbenciloxi 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 se puede mencionar un grupo arilsulfonilo, tal como un grupo 2,4-
dinitrobencenosulfonilo o un grupo ortonitrobencenosulfonilo.

Como para el grupo protector P3 para un grupo carboxi, puede usarse un grupo protector usado cominmente
como grupo protector para un grupo carboxi en quimica sintética organica, en particular, sintesis de péptidos.
Un grupo carboxilo puede protegerse como un éster con un grupo alquilo, tal como un grupo metilo, un grupo
etilo o un terc-butilo, un grupo alilo y un grupo arilmetilo, tal como un grupo bencilo.

En tal caso, es preferible que el grupo protector de un grupo amino y el grupo protector de un grupo carboxi se
puedan retirar mediante un procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo
representativo incluye una combinacién en la que P? es un grupo terc-butiloxi carbonilo y P2 es un grupo bencilo.
Los grupos protectores pueden seleccionarse entre los mencionados anteriormente dependiendo de, por
ejemplo, las propiedades de un compuesto que tiene un grupo amino y un grupo carboxi que va a protegerse.
Para la retirada de los grupos protectores, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del
grupo protector.

Desprotegiendo el grupo protector P® para el grupo carboxi del compuesto (13) obtenido, puede producirse el
compuesto (14). En esta desproteccién, los reactivos y las condiciones se seleccionan dependiendo del grupo
protector.

El compuesto (9) puede producirse derivatizando el compuesto (14) obtenido en éster activo, anhidrido de acido
mixto, haluro de &cido o similares, y haciendo reaccionar con el compuesto (4) en presencia de una base, Para
la reaccién, también pueden usarse reactivos de reaccién y condiciones que se usan generalmente para la
sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes inertes usados para la
reaccidén pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

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

Desprotegiendo el grupo protector P? para el grupo amino del compuesto (13), puede producirse el compuesto
(15). En esta desproteccién, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (16) puede producirse derivatizando el derivado de acido carboxilico (11) en éster activo,
anhidrido de acido mixto, haluro de 4cido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (15) obtenido
en presencia de una base. Las condiciones de reaccion, reactivos, base y el disolvente inerte usados para la
formacién de un enlace de amida entre el péptido acido carboxilico (11) y el compuesto (15) pueden
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seleccionarse adecuadamente de los descritos para la sintesis del compuesto (6).

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

El compuesto (2) puede producirse derivatizando el compuesto (17) en éster activo, anhidrido de 4cido mixto,
haluro de acido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en presencia de una base. Para la
reaccién, también pueden usarse reactivos de reaccién y condiciones que se usan generalmente para la
sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes inertes usados para la
reaccidén pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

3. Procedimiento de produccién 3

El compuesto representado por la formula (2) usado como intermedio también se puede producir mediante el
siguiente procedimiento.

[Compuesto quim. 25]

H-LP-OP4
18

L"-L2-OH
11

L1-L2-LP-OPA
19

L1-L2-LP-OH
20

NH,~(CH,)n-L2-(CH,)?-C(=0)-(NH-DX)
7

L1-L2-LP-NH-(CH,)n'-L3-(CH,)r2-C(=O}-(NH-DX)
2

[en la formula, L' corresponde a L' que tiene una estructura en la que el terminal se convierte en un grupo
maleimidilo y P* representa un grupo protector].

El compuesto (19) se puede producir derivatizando el compuesto (11) en éster activo, anhidrido de acido mixto
o similar y haciéndolo reaccionar con el péptido acido carboxilico (18) que tiene el C terminal protegido con P*
en presencia de una base. Las condiciones de reaccidn, reactivos, base y el disolvente inerte usados para la
formacién de un enlace peptidico entre el péptido é&cido carboxilico (18) y el compuesto (11) pueden
seleccionarse adecuadamente de los descritos para la sintesis del compuesto (8). El grupo protector P* para
el grupo carboxi del compuesto (18) puede seleccionarse adecuadamente de los grupos protectores
mencionados anteriormente.

Desprotegiendo el grupo protector del grupo carboxi del compuesto (19) obtenido, se puede producir el
compuesto (20). En esta desproteccion, se puede realizar de forma similar a la desproteccién del grupo carboxi
para producir el compuesto (14).

El compuesto (2) puede producirse derivatizando el compuesto (20) obtenido en éster activo, anhidrido de acido
mixto o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto (7). Para la reaccién, también pueden usarse reactivos
de reaccién y condiciones que se usan generalmente para la sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccién,
reactivos, bases y disolventes inertes usados para la reaccion pueden seleccionarse adecuadamente entre los
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descritos para la sintesis del compuesto (6).
4. Procedimiento de produccién 4

A continuacién en el presente documento, dentro del producto intermedio de produccién (10) descrito en el
procedimiento de produccion 2, el procedimiento para producir el compuesto (10b) que tienen' =1y L2 =0se
describe con detalle. EI compuesto representado por la formula (10b), una sal o un solvato del mismo se puede
producir de acuerdo con el siguiente procedimiento, por ejemplo.

[Compuesto quim. 26]

HO-CH,-C(=0)-OP*

PSX-NH-CH,-O-L 22 PEX-NH-C H,-O-CH,-C(=0)-OP* PS-X-NH-CH,-O-CH,-C{=0)-OH
B —
21 23 24
HN-DX P7-Y-OH
4 PSXNH-C Hy-O-CHy-C(=0)-(NH-DX} H-X-NH-CH,-O-CH,-C{=O)-{NH-DX) 27
P —— 25 JE—. 26 S o

P7LP-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX) o THLNHCHAO-CHo-C{=0)-(NH-DX)
9 10b

[en la férmula, LP es como se ha definido anteriormente, L representa un grupo acilo que incluye un grupo
alcanoilo, como un grupo acetilo o un grupo aroilo, tal como un grupo benzoilo, o representa un atomo de
hidrégeno o similar, X e Y representan un oligopéptido que consta de 1 a 3 aminoacidos, P® y P7 representan
un grupo protector para un grupo amino y P° representa un grupo protector para un grupo carboxi].

Un compuesto representado por la férmula (21) se puede producir usando o aplicando el procedimiento descrito
en la Patente japonesa abierta al publico n.° 2002-60351 o la bibliografia (J. Org. Chem., Vol. 51, pagina 3196,
1986), y si es necesario, retirando los grupos protectores o modificando los grupos funcionales. Como
alternativa, también se puede obtener tratando un aminoacido con un grupo amino terminal protegido o una
amida &cida de un oligopéptido con un grupo amino protegido con aldehido o cetona.

Haciendo reaccionar el compuesto (21) con el compuesto (22) que tiene un grupo hidroxilo en condiciones de
temperatura que varian desde bajo enfriamiento hasta temperatura ambiente en un disolvente inerte en
presencia de un acido o una base, puede producirse el compuesto (23).

En este caso, ejemplos del 4cido que se puede usar pueden incluir 4cido inorganico, tal como acido fluorhidrico,
acido clorhidrico, &cido sulflrico, acido nitrico, acido fosférico y acido bérico; un acido organico, tal como acido
acético, acido citrico, &cido paratolueno sulfénico y acido metano sulfénico; y un écido de Lewis tal como
tetrafluoroborato, cloruro de cinc, cloruro de estafio, cloruro de aluminio y cloruro de hierro. Entre ellos, se
prefieren los acidos sulfénicos y es particularmente preferible el 4cido paratolueno sulfénico. En cuanto a la
base, cualquiera de las bases mencionadas anteriormente se puede seleccionar y usar de forma adecuada.
Los ejemplos preferidos del mismo incluyen un alcéxido de metal alcalino tal como terc-butéxido potasico, un
hidréxido de metal alcalino o alcalinotérreo, tal como hidréxido sédico e hidréxido potasico; hidruro de metal
alcalino, tal como hidruro sédico e hidruro potasico; base organometalica representada por dialquilamino litio,
tal como diisopropilamida de litio; y base organometélica de bisililamina, tal como bis(trimetilsilillamida de litio.

Los ejemplos del disolvente que se va a usar para la reaccién incluyen un disolvente de éter, tal como
tetrahidrofurano y 1,4-dioxano; y un disolvente de hidrocarburo aromatico como benceno y tolueno. Estos
disolventes se pueden preparar mezclados con agua.

Ademas, el grupo protector para un grupo amino representado como P°® no esta particularmente limitado si es
un grupo comunmente usado para la proteccién de un grupo amino. Los ejemplos representativos pueden
incluir los grupos protectores para un grupo amino que se describen en el Procedimiento de produccién 2. Sin
embargo, el grupo protector de un grupo amino se representa como P® puede escindirse en el transcurso de la
reaccion. En tal caso, se puede reintroducir un grupo protector realizando apropiadamente una reaccién con
un reactivo adecuado para proteger un grupo amino segln se requiera.

El compuesto (24) se puede derivar retirando el grupo protector P® del compuesto (23). En el presente
documento, aunque los ejemplos representativos del grupo protector para un grupo carboxi representado como
P® se describen en el Procedimiento de produccién 2, puede seleccionarse apropiadamente de estos ejemplos.
En el compuesto (23), es deseable que el grupo protector P° para un grupo amino y el grupo protector P® para
un grupo carboxi sean los grupos protectores que pueden retirarse mediante un procedimiento diferente o
condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo representativo puede incluir una combinacion en la que P° es
un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo y P® es un grupo bencilo. Los grupos protectores pueden seleccionarse
dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un compuesto que tiene un grupo amino y un grupo carboxi
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a proteger. Para la retirada de los grupos protectores, los reactivos y las condiciones se seleccionan
dependiendo del grupo protector.

El compuesto (26) se puede producir derivatizando el compuesto (24) en éster activo, anhidrido de &cido mixto,
haluro de acido o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) o una sal farmacolégicamente aceptable

5 del mismo en presencia de una base. para producir el compuesto (25) seguido de la retirada del grupo protector
P5 del compuesto (25) obtenido. Para la reaccidn entre el compuesto (4) y el acido carboxilico (24) y la reaccién
para retirar el grupo protector P se pueden usar los mismos reactivos y condiciones de reaccién que los
descritos para el Procedimiento de produccién 2.

El compuesto (10b) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (26) con un aminoacido con un grupo
10 amino terminal protegido o el oligopéptido (27) con un grupo amino protegido para producir el compuesto (9b)
y retirar el grupo protector P7 del compuesto (8b) obtenido. El grupo protector para un grupo amino representado
como P7 no esta particularmente limitado si se usa generalmente para la proteccién de un grupo amino. Los
ejemplos representativos de los mismos incluyen los grupos protectores para un grupo amino que se describen
en el Procedimiento de producciéon 2. Para retirar el grupo protector, se seleccionan los reactivos y las
15 condiciones segun el grupo protector. Para la reaccién entre el compuesto (26) y el compuesto (27), se pueden
emplear los reactivos de reaccién y las condiciones que se usan cominmente para la sintesis de péptidos. El
compuesto (10b) producido mediante el procedimiento mencionado anteriormente puede derivatizarse en el
compuesto (1) de la presente invencién de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.
5. Procedimiento de produccién 5
20 El compuesto representado por la férmula (2) como intermedio también se puede producir mediante el
procedimiento que se muestra a continuacién.
[Compuesto quim. 27]
HN-(CHyn - L3(CHn?-C (=0)-0P*
12
ml
PELPENHAHCH N LA CH-C(=0)-0P
FN-(CH, I -L2(CHIP-C{=0)-(NH-DX) 35
7
| PELPLOH PELPNHCH,N -L-(CH NG (=0)-OH SR —
28 36 H-LPZNHH(CH 'L (CH, M- C(=0)-0P?
PELE2NH-(CHNL2{C HYrP-C (=0)-(NH-DX) 4 37
29 T 31 ¢
| v
¥ 94 oI < = 3
H-LS%NF-(CH )L 2-{C Hp)r-C{=O)-(NH-DX) P ‘(Pm"LQ‘NH‘(CH?;; LHORIN-C=0)0P
30
ipg‘w(;m)@” PYLF(P 10 PLNHHCH N LA (CH ) CE0)-OH  e—rm —JJ,
i 39 HALP (P L 2 NHHCH 0 L3O Hn-C(=0)-OP?
PELPUP )L P2 NH-(CH L% (C H,)r?-C {(=0)-(NH-DX) 4 40
32 —t
11 l
HLPH(P )L NHA-C H ) -Le-(C Hor2-CL=ONH-DX) L L LPHPTLPLNHAC Hon -LA(CHP-C (20)-OP3
LT-L2CH l
1 2 ¥
. e e TP P LPNHHCH N LA CHy)rP-C (=0)-OH
LVl 2L PO NHH(C H N L2 (CH - C (SO)-(NH-DX) 4
34 30
to |
L2 PORLOH Lz eopz 48 LRG0
48 47 45
s f
H-LF’(P’U)«U‘?AOP‘Z P P3ALp1(p70)4Lp2_OP12 L"«LR-LP‘(P‘?D)_OPH
44
50 49 )
s[ 2 P
H-LP.OP 12 H-LR(P 10O
46 43
LTLZLPNH-(C H N -LA{CH)m-C (=0 (NH-DX)
2
[en la formula, L corresponde a L' que tiene una estructura en la que el terminal se convierte en un grupo
25 maleimidilo, LP representa una estructura que consiste en -LP'-LP2- y P3 P8 P° P10 P y P12 representan un

grupo protector].
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Debido a que LP se forma conectando LP! a LP?, el aminoéacido hidréfilo en el N terminal de LP se obtiene a partir
de LP'y, por tanto, los que tienen un aminoéacido hidréfilo en el N terminal se emplean adecuadamente como
LP'. Por otra parte, pueden estar presentes una pluralidad de aminodacidos hidrofilos. Ademas, cuando se
emplea LP? con aminodcido hidrofilo, se puede producir LP que tiene varios aminoacidos hidréfilos en el N
terminal de LP o en el N terminal y en otras posiciones dependiendo de la ubicacion del aminoacido hidréfilo.

El compuesto (29) se puede producir derivatizando el péptido o aminoacido (28) que tiene el N terminal
protegido con P2 en un éster activo, anhidrido de acido mixto o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto
(7) obtenido. Las condiciones de reaccién, los reactivos, la base y el disolvente usados para la formacién de un
enlace amida entre el péptido o aminoacido (28) y el compuesto (7) pueden seleccionarse adecuadamente de
los descritos para la sintesis del compuesto (8). El grupo protector P8 para un grupo amino se puede seleccionar
adecuadamente de los descritos para el grupo protector del compuesto (6), y la seleccién se puede hacer
basandose en las propiedades del compuesto o similares. Como se usa generalmente para la sintesis de
péptidos, repitiendo secuencialmente la reaccién y la desproteccion del aminoéacido o péptido que constituye el
péptido o0 aminoacido (28) para alargamiento, también puede producirse el compuesto (29).

Mediante la desproteccion de P® como grupo protector del grupo amino del compuesto (29) obtenido, puede
producirse el compuesto (23). En esta desproteccién, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse
dependiendo del grupo protector.

El compuesto (32) se puede producir derivatizando el aminoacido o péptido (31) que tiene el N terminal
protegido con P8 y el grupo carboxi protegido, grupo hidroxi o grupo amino en la cadena lateral protegida en
éster activo, anhidrido de acido mixto o similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (30) obtenido. Las
condiciones de reaccién, los reactivos, la base y el disolvente inerte usados para la formacién de un enlace
peptidico entre el aminoacido o péptido (31) y el compuesto (30) pueden seleccionarse adecuadamente de los
descritos para la sintesis del compuesto (6). En cuanto a los grupos protectores P8y P?, los grupos protectores
pueden seleccionarse adecuadamente de los descritos como grupo protector para un grupo amino, grupo
carboxi o grupo hidroxi del compuesto (6). Sin embargo, en tal caso, es necesario que el grupo protector P°
para un grupo amino y el grupo protector P'® para un grupo funcional en la cadena lateral se puedan retirar
mediante un procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye
una combinacion en el caso de que P sea un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo y P° sea un grupo terc-butilo
o similar como grupo protector para un grupo carboxi, un grupo metoximetilo o similar como grupo protector
para un grupo hidroxi, o un grupo terc-butiloxicarbonilo o similar como grupo protector para un grupo amino. El
grupo protector P10 para un grupo funcional en una cadena lateral es preferentemente un grupo protector que
puede desprotegerse mediante un tratamiento en condiciones acidas. Sin embargo, no se limita al mismo, y
puede seleccionarse entre los mencionados anteriormente dependiendo de, por ejemplo, las propiedades del
grupo amino, grupo carboxilo o un grupo hidroxilo de un compuesto que se va a proteger. Para la retirada de
los grupos protectores, los reactivos y las condiciones se seleccionan dependiendo del grupo protector. Como
se usa generalmente para la sintesis de péptidos, repitiendo secuencialmente la reaccién y la desproteccién
del aminoécido o péptido constituyente para alargamiento, también puede producirse el compuesto (32).

Mediante la desproteccion de P® como grupo protector del grupo amino terminal del compuesto (32) obtenido,
puede producirse el compuesto (33). En esta desproteccién, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse
dependiendo del grupo protector.

Es posible producir el compuesto (34) derivatizando el derivado de acido carboxilico (11) en éster activo,
anhidrido de &cido mixto, haluro de acido o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto (33) obtenido. En
el presente documento, el derivado de 4cido carboxilico (11) es un compuesto con una estructura en la que el
terminal conector de L" tiene un grupo maleimidilo.

Las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes usados para formar un enlace de péptido entre el
derivado de acido carboxilico (11) y el compuesto (33) pueden seleccionarse adecuadamente entre los
descritos para la sintesis del compuesto (6).

Desprotegiendo el grupo protector P'° para el grupo carboxi, grupo hidroxi o grupo amino en la cadena lateral
de aminoéacidos del resto peptidico del compuesto (34) obtenido, se puede producir el compuesto (2). Los
reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (29) también puede producirse por el siguiente procedimiento, por ejemplo.

El compuesto (35) se puede producir derivatizando el péptido o aminoacido (28) que tiene el N terminal
protegido con P8 en un éster activo, anhidrido de acido mixto o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto
de amina (12) que tiene el grupo carboxi terminal protegido con P3 en presencia de una base. Las condiciones
de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para formar un enlace de péptido entre el péptido o
aminoécido (28) y el compuesto (12) pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis
del compuesto (6). El grupo protector P8 para un grupo amino del compuesto (35) puede seleccionarse y usarse
adecuadamente entre los descritos como grupo protector para el compuesto (6). En cuanto al grupo protector
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P3 para un grupo carboxi, se puede usar un grupo protector cominmente usado como grupo protector para un
grupo carboxi en la quimica sintética organica, en particular, la sintesis de péptidos. Los ejemplos especificos
incluyen éster de alquilo tal como grupo metilo, grupo etilo y terc-butilo, éster alilico y éster bencilico, y puede
seleccionarse y usarse adecuadamente entre los grupos protectores que se describen para el compuesto (6).
En tal caso, es necesario que el grupo protector P? para un grupo amino y el grupo protector P2 para un grupo
carboxi pueda retirarse por un procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo
representativo incluye una combinacién en la que P? es un grupo terc-butiloxi carbonilo y P3 es un grupo bencilo.
Los grupos protectores pueden seleccionarse entre los mencionados anteriormente dependiendo de, por
ejemplo, las propiedades de un compuesto que tiene un grupo amino y un grupo carboxi que va a protegerse.
Para la retirada de los grupos protectores, los reactivos y las condiciones se seleccionan dependiendo del grupo
protector.

Desprotegiendo el grupo protector P® para el grupo carboxi del compuesto (35) obtenido, puede producirse el
compuesto (36). En esta desproteccién, los reactivos y las condiciones se seleccionan dependiendo del grupo
protector.

El compuesto (29) puede producirse derivatizando el compuesto (36) obtenido en éster activo, anhidrido de
acido mixto, haluro de &cido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en presencia de una
base. Para la reaccién, también pueden usarse reactivos de reaccién y condiciones que se usan generalmente
para la sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para la
reaccidén pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

El compuesto (32) también puede producirse por el siguiente procedimiento, por ejemplo.

Desprotegiendo el grupo protector P8 para el grupo amino del compuesto (35), puede producirse el compuesto
(37). En esta desproteccién, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (38) se puede producir derivatizando el aminoacido o péptido (31) en un éster activo, anhidrido
de acido mixto, haluro de acido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (37) obtenido en
presencia de una base. Las condiciones de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para formar un
enlace de amida entre el aminoé&cido o péptido (31) y el compuesto (37) pueden seleccionarse adecuadamente
entre los descritos para la sintesis del compuesto (6). En tal caso, es necesario que el grupo protector P?y P1°
del aminoacido o péptido (31) y el grupo protector P3 para el compuesto (37) puedan retirarse por un
procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye una
combinacion en la cual P° es un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo, P'° es un grupo terc-butiloxi carbonilo, grupo
terc-butilo o un grupo metoximetilo, y P es un grupo bencilo. Ademas, el grupo protector P° para un grupo
funcional en una cadena lateral es preferentemente un grupo protector que puede desprotegerse mediante un
tratamiento en condiciones acidas como se describe anteriormente. Sin embargo, no se limita al mismo, y
puede seleccionarse entre los mencionados anteriormente dependiendo de, por ejemplo, las propiedades del
grupo amino, grupo carboxilo o un grupo hidroxilo de un compuesto que se va a proteger. Para la retirada de
los grupos protectores, los reactivos y las condiciones se seleccionan dependiendo del grupo protector.

Desprotegiendo el grupo protector P® para el grupo carboxi del compuesto (38) obtenido, puede producirse el
compuesto (39). En esta desproteccion, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del
grupo protector.

El compuesto (32) puede producirse derivatizando el compuesto (39) en éster activo, anhidrido de acido mixto,
haluro de acido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en presencia de una base. Para la
reaccién, también pueden usarse reactivos de reaccién y condiciones que se usan generalmente para la
sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes usados para la reaccién
pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

El compuesto (34) también puede producirse por el siguiente procedimiento, por ejemplo.

Desprotegiendo el grupo protector P° para el grupo amino del compuesto (38), puede producirse el compuesto
(40). En esta desproteccién, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (41) puede producirse derivatizando el derivado de acido carboxilico (11) en éster activo,
anhidrido de acido mixto, haluro de 4cido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (40) obtenido
en presencia de una base. Las condiciones de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para formar un
enlace de amida entre el derivado de é&cido carboxilico (11) y el compuesto (40) pueden seleccionarse
adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

Desprotegiendo el grupo protector P® para el grupo carboxi del compuesto (41) obtenido, puede producirse el
compuesto (42). En esta desproteccion, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del
grupo protector.

El compuesto (34) puede producirse derivatizando el compuesto (42) en éster activo, anhidrido de acido mixto,
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haluro de acido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en presencia de una base. Para la
reaccién, también pueden usarse reactivos de reaccién y condiciones que se usan generalmente para la
sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes usados para la reaccién
pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

El compuesto (34) también puede producirse por el siguiente procedimiento, por ejemplo.

El compuesto (44) se puede producir derivatizando el derivado de acido carboxilico (11) en éster activo,
anhidrido de &cido mixto, haluro de acido o similar y haciéndolo reaccionar con el aminoacido o péptido (43)
que tiene el grupo carboxi protegido con P''y el grupo carboxi, grupo hidroxi o grupo amino en la cadena lateral
protegida con P'® en presencia de una base. Las condiciones de reaccion, reactivos, bases y disolventes
usados para formar un enlace de amida entre el derivado de acido carboxilico (11) y el compuesto (43) pueden
seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6). En cuanto a los grupos
protectores P10y P del compuesto (44), los grupos protectores pueden seleccionarse adecuadamente de los
descritos como grupo protector para un grupo carboxi, grupo hidroxi o grupo amino del compuesto (6). Por otra
parte, en tal caso, es necesario que el grupo protector P! para un grupo carboxi y el grupo protector P'° para
un grupo funcional en la cadena lateral se puedan retirar mediante un procedimiento diferente o condiciones
diferentes. Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye una combinacion en la que P es un grupo bencilo
y P'0 es un grupo terc-butilo o similar como un grupo protector para un grupo carboxi, un grupo metoximetilo o
similar como grupo protector para un grupo hidroxi, o un grupo terc-butiloxicarbonilo o similar como grupo
protector para un grupo amino. El grupo protector P'° para un grupo funcional en una cadena lateral es
preferentemente un grupo protector que puede desprotegerse mediante un tratamiento en condiciones acidas.
Sin embargo, no se limita al mismo, y puede seleccionarse entre los mencionados anteriormente dependiendo
de, por ejemplo, las propiedades del grupo amino, grupo carboxilo o un grupo hidroxilo de un compuesto que
se va a proteger. Para retirar el grupo protector, se pueden seleccionar los reactivos y las condiciones segun
el grupo protector.

Desprotegiendo el grupo protector P! para el grupo carboxi del compuesto (44) obtenido, puede producirse el
compuesto (45). En esta desproteccion, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del
grupo protector.

El compuesto (34) puede producirse derivatizando el compuesto (45) en éster activo, anhidrido de acido mixto,
haluro de acido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (30) en presencia de una base. Para la
reaccién, también pueden usarse reactivos de reaccién y condiciones que se usan generalmente para la
sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes usados para la reaccién
pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

El compuesto (47) puede producirse derivatizando el compuesto (45) en éster activo, anhidrido de acido mixto,
haluro de 4cido o similares, y haciéndolo reaccionar con el aminoacido o péptido (46) que tiene un grupo carboxi
protegido con P'? en presencia de una base. Para la reaccion, se pueden usar los reactivos de reaccién y las
condiciones comUnmente usadas para la sintesis de péptidos y las condiciones de reaccidn, los reactivos, la
base y el disolvente se pueden seleccionar adecuadamente de los descritos para la sintesis del compuesto (6).
En cuanto a los grupos protectores P'°y P12 del compuesto (47), los grupos protectores pueden seleccionarse
y usarse adecuadamente de los descritos como grupo protector para un grupo carboxi, grupo hidroxi o grupo
amino del compuesto (8). Por otra parte, en tal caso, es necesario que el grupo protector P'? para un grupo
carboxi y el grupo protector P'° para un grupo funcional en la cadena lateral se puedan retirar mediante un
procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye una
combinacion en la que P'? es un grupo bencilo y P'® es un grupo terc-butilo o similar como un grupo protector
para un grupo carboxi, un grupo metoximetilo o similar como grupo protector para un grupo hidroxi, o un grupo
terc-butiloxicarbonilo o similar como grupo protector para un grupo amino. El grupo protector P'® para un grupo
funcional en una cadena lateral es preferentemente un grupo protector que puede desprotegerse mediante un
tratamiento en condiciones acidas. Sin embargo, no se limita al mismo, y puede seleccionarse entre los
mencionados anteriormente dependiendo de, por ejemplo, las propiedades del grupo amino, grupo carboxilo o
un grupo hidroxilo de un compuesto que se va a proteger. Para retirar el grupo protector, se pueden seleccionar
los reactivos y las condiciones segun el grupo protector. Ademas, el compuesto (47) también se puede producir
repitiendo secuencialmente la reacciéon y la desproteccidén del aminoécido o péptido constituyente para
alargamiento.

Desprotegiendo el grupo protector P'2 para el grupo carboxi del compuesto (47) obtenido, puede producirse el
compuesto (48). Los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (34) puede producirse derivatizando el compuesto (48) en éster activo, anhidrido de acido mixto,
haluro de acido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (7) en presencia de una base. Para la
reaccién, también pueden usarse reactivos de reaccién y condiciones que se usan generalmente para la
sintesis de péptidos, y las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes usados para la reaccién
pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).
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El compuesto (47) también puede producirse por el siguiente procedimiento, por ejemplo.

El péptido (49) se puede producir derivatizando el aminoacido o péptido (46) en éster activo, anhidrido de acido
mixto, haluro de acido o similar y haciéndolo reaccionar con el aminoacido o péptido (31) que tiene el N terminal
protegido con P° y el grupo carboxi, grupo hidroxi o grupo amino en la cadena lateral protegidos con P'° en
presencia de una base. Las condiciones de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para formar un
enlace de péptido entre el aminoacido o péptido (46) y el aminoacido o péptido (31) pueden seleccionarse
adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6). Por otra parte, en este caso, es necesario
que el grupo protector P'2 para un grupo carboxi del aminoacido o péptido (46) y el grupo protector P y P10
para el aminoacido o péptido (31) se puedan retirar de la misma manera que se describe anteriormente pero
mediante un procedimiento diferente o condiciones diferentes. Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye
una combinacion en la cual P es un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo, P'® es un grupo terc-butilo o similar
como un grupo protector para un grupo carboxi, un grupo metoximetilo o similar como grupo protector para un
grupo hidroxi, o un grupo tercbutiloxicarbonilo como grupo protector o similar para un grupo amino, y P'? es un
grupo bencilo. El grupo protector P'® para un grupo funcional en una cadena lateral es preferentemente un
grupo protector que puede desprotegerse mediante un tratamiento en condiciones &cidas. Sin embargo, no se
limita al mismo, y puede seleccionarse entre los mencionados anteriormente dependiendo de, por ejemplo, las
propiedades del grupo amino, grupo carboxilo o un grupo hidroxilo de un compuesto que se va a proteger. Para
retirar el grupo protector, se pueden seleccionar los reactivos y las condiciones segun el grupo protector.

Desprotegiendo el grupo protector P® para el N terminal del péptido (49) obtenido, puede producirse el
compuesto (50). Los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (47) puede producirse derivatizando el derivado de acido carboxilico (11) en éster activo,
anhidrido de &cido mixto, haluro de &cido o similares, y haciéndolo reaccionar con el péptido (50) obtenido en
presencia de una base. Las condiciones de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para formar un
enlace de amida entre el derivado de &cido carboxilico (11) y el péptido (50) pueden seleccionarse
adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

6. Procedimiento de produccién 6

Dentro del intermedio de produccién (2), aquellos en los que el engarce tiene una estructura representada por
-L"-L2-LP-, y dicho LP es el residuo peptidico que contiene un aminoéacido hidrofilico en el N terminal y dicho
aminoécido hidrofilico ubicado en el N terminal es diferente a la glicina, también pueden producirse por el
siguiente procedimiento.

[Compuesto quim. 28]
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NH,-DX
4

P8-LP2-OH
28

Pe-1 p2-(NH-DX)

51
H-Lp2-(NH-DX) P9.-Lp1(P10).L p2-OP12
52 49
PO-LP1(P10)-OH l
31
PY-LP1(P10)-LP2(NH-DX) _ 4 PO-LP1(P10)-| P2-OH
53 h 56

|

H-LP1(P10)-Lp2-(NH-DX)

54
L"-L2-OH
11 4 L¥-L2-LP1(P10)-LP2-OH
. 48
LT-L2-L P10y P2-(NH-DX)
55 - L1-L2-LPY{P10)-OH
l H-LP2-(NH-DX) 45
52

L1-L2-L P-(NH-DX)
2

[en la formula, LV corresponde a L' que tiene una estructura en la que el terminal se modifica a un grupo
maleimidilo, LP representa una estructura que consiste en -LP'-LP%- y P® P° P10y P'2 representan un grupo
protector].

Debido a que LP se forma conectando LP! a LP?, el aminoacido hidréfilo en el N terminal de LP se obtiene a partir
de LP'y, por tanto, los que tienen un aminoéacido hidréfilo en el N terminal se emplean adecuadamente como
LP'. Por otra parte, pueden estar presentes varios aminoacidos hidréfilos. Ademés, cuando se emplea LP? con
aminoacido hidréfilo, LP que tiene una pluralidad de aminoacidos hidréfilos en el N terminal de LP o en el N
terminal y en otras posiciones puede producirse dependiendo de su ubicacién del aminoacido hidréfilo.

El compuesto (51) se puede producir derivatizando el péptido o aminoécido (28) descrito en el Procedimiento
de produccion 5, que tiene el N terminal protegido con P2, en un éster activo, anhidrido de acido mixto o similar,
y reacciona con el compuesto (4) y una sal del mismo. Las condiciones de reaccién, reactivos, bases y
disolventes usados para formar un enlace de péptido entre el péptido o aminoéacido (28) y el compuesto (4)
pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6). El grupo protector
P8 se puede seleccionar y usar de forma adecuada entre los descritos como grupo protector para el compuesto
(6), y se puede seleccionar dependiendo, por ejemplo, de una propiedad del compuesto que tiene un grupo
amino a proteger. Ademas, como se usa generalmente para la sintesis de péptidos, repitiendo secuencialmente
la reaccién y la desproteccion del aminoéacido o péptido que constituye el péptido o aminoacido (28) para
alargamiento, también puede producirse el compuesto (51).
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Desprotegiendo el grupo protector P? para el grupo amino del compuesto (51) obtenido, puede producirse el
compuesto (52). En esta desproteccion, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del
grupo protector.

El compuesto (53) se puede producir derivatizando el aminoacido o péptido (31) que tiene el N terminal
protegido con P® y el grupo carboxi, grupo hidroxi o grupo amino en la cadena lateral protegida con P'® como
se describe en el Procedimiento de produccién 4 en activos éster, anhidrido de acido mixto o similar y
haciéndolo reaccionar con el compuesto (52) obtenido. Las condiciones de reaccién, reactivos, bases y
disolventes usados para formar un enlace de péptido entre el aminoéacido o péptido (31) y el compuesto (52)
pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6). Los grupos
protectores P® y P son los mismos que los descritos en el Procedimiento de produccién 5. Ademas, como se
usa generalmente para la sintesis de péptidos, repitiendo secuencialmente la reaccién y la desproteccién del
aminoécido o péptido constituyente para alargamiento, también puede producirse el compuesto (53).

Mediante la desproteccién de P® como el grupo protector del grupo amino del compuesto (53) obtenido, puede
producirse el compuesto (54). En esta desproteccién, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse
dependiendo del grupo protector.

Es posible producir el compuesto (55) derivatizando el derivado de acido carboxilico (11) en éster activo,
anhidrido de acido mixto, haluro de acido o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto (54) obtenido.
Las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes usados para formar un enlace de péptido entre el
derivado de acido carboxilico (11) y el compuesto (54) pueden seleccionarse adecuadamente entre los
descritos para la sintesis del compuesto (6).

Desprotegiendo el grupo protector P'° para el grupo carboxi, grupo hidroxi o grupo amino del compuesto (55)
obtenido, se puede producir el compuesto (2). En esta desproteccion, los reactivos y condiciones pueden
seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (53) también puede producirse por el siguiente procedimiento, por ejemplo.

Desprotegiendo el grupo protector P'2 para el grupo carboxi del compuesto (49), descrito en el Procedimiento
de produccién 5, se puede producir el péptido (56). En esta desproteccién, los reactivos y condiciones pueden
seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (53) puede producirse derivatizando el péptido (56) obtenido en éster activo, anhidrido de &cido
mixto, haluro de acido o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) o una sal del mismo. Las
condiciones de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para formar un enlace de péptido entre el
compuesto (56) y el compuesto (4) pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis
del compuesto (6).

El compuesto (55) también puede producirse por el siguiente procedimiento, por ejemplo.

El compuesto (55) se puede producir derivatizando el compuesto (48) descrito en el Procedimiento de
produccién 5 en éster activo, anhidrido de acido mixto o similar, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4)
en presencia de una base, o el aminoacido o péptido (45) descrito en el Procedimiento de produccién 5 en
éster activo, anhidrido de acido mixto o similar, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (52) en presencia de
una base. Las condiciones de reaccion, reactivos, bases y disolventes usados para formar cada enlace de
péptido pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

7. Procedimiento de produccién 7

Dentro del intermedio de produccion representado por la férmula (2), aquellos que tienen la estructura de
engarce de -L'-L2-LP-NH-(CH)n'-L3-NH-(CH2)n>-C(=0)-, y dicho L" es el residuo peptidico que tiene un
aminoécido hidréfilo en el N terminal, y dicho aminoacido hidréfilo situado en el N terminal es distinto de glicina
también se puede producir mediante el siguiente procedimiento.

[Compuesto quim. 29]
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P9-Lf’1(P13)-L"2-NH-(CH2)n1-La-(CHz)nQ-C(=O)—(NH-DX) p8_| p1 (P13)-L"2-(NH-DX)

57 59
H-LP-NH-(CH,)n "L 2-(CH,)n?-C(=0 }(NH-DX) H-LP-(NH-DX)
58 60
L™-L2-OH L"-L2-OH
11 11

L1"L2'LP'NH‘(C Hz)n‘l'La'(C Hz)nz'c (:O)'( NH"DX) L'] '__Lg_Lp_( NH"DX)

2 2

[en la formula, LV corresponde a L' que tiene una estructura en la que el terminal se modifica a un grupo
maleimidilo, L representa una estructura que consiste en -LP'-LP%- y P? y P'3 representan un grupo protector].

El intermedio de produccién representado por la formula (2) incluye los siguientes dos modos, es decir, es decir,
una estructura en la cual el engarce esta representado por -L'-L2-LP-NH-(CHz)n*-L2-NH-(CH2)n>-C(=0)- y una
estructura en la cual el engarce esta representado por -L'-L2-L"-.

El compuesto (2) con una estructura en el cual el engarce esta representado por -L'-L>-L P-NH-(CH>)n'-La-NH-
(CH2)n2-C(=0)- puede producirse como sigue a continuacion.

El compuesto (57) se puede sintetizar de la misma manera que el compuesto (32) descrito en el Procedimiento
de produccion 5. Sin embargo, a diferencia del compuesto (32), no es necesario que el grupo protector P° para
el grupo amino y el grupo protector P'3 para el grupo funcional en la cadena lateral se puedan retirar mediante
un procedimiento diferente o condiciones diferentes. El grupo funcional en la cadena lateral es un grupo carboxi
o un grupo hidroxi, y el grupo protector P® para el grupo amino y el grupo protector P'® para el grupo carboxi o
el grupo hidroxi en la cadena lateral pueden desprotegerse simultdneamente. Por ejemplo, un ejemplo
representativo incluye una combinacion en la que P° es un grupo terc-butiloxicarbonilo y P' es un grupo terc-
butilo o un grupo tritilo, o P® es un grupo benciloxicarbonilo y P'® es un grupo bencilo. Los grupos protectores
pueden seleccionarse adecuadamente de los mencionados anteriormente con respecto a los grupos
protectores para el compuesto (6) dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un grupo amino, un grupo
carboxi o un grupo hidroxi del compuesto a proteger. Para la retirada de los grupos protectores, los reactivos y
las condiciones se seleccionan dependiendo del grupo protector. Usando el aminoacido o péptido protegido
que satisfaga las propiedades anteriores, el compuesto (57) se puede sintetizar de la misma manera que en el
Procedimiento de produccién 5.

Mediante la desproteccion secuencial o simultanea del grupo protector P° y P'3 del compuesto (57), se puede
producir el compuesto (51). Los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

Un grupo funcional en la cadena lateral hidréfila de LP en el compuesto (58) no esta particularmente protegido,
sin embargo, por reaccién con el compuesto (11) derivatizado en éster activo, anhidrido de acido mixto, o similar
en presencia de una base, se puede producir el compuesto (2). Las condiciones de reaccidn, reactivos, bases
y disolventes usados para formar cada enlace de péptido pueden seleccionarse adecuadamente entre los
descritos para la sintesis del compuesto (6).

El compuesto (2) con una estructura en la cual el engarce esta representado por -L'-L>-LP- puede producirse
como sigue a continuacién.

El compuesto (59) también se puede sintetizar de la misma manera que el compuesto (53) descrito en el
Procedimiento de produccién 6. Sin embargo, a diferencia del compuesto (53), puede no ser necesario que el
grupo protector P3 para el grupo amino y el grupo protector P para el grupo funcional en la cadena lateral se
puedan retirar mediante un procedimiento diferente o condiciones diferentes. El grupo funcional en la cadena
lateral es un grupo carboxi o un grupo hidroxi, y el grupo protector P°® para el grupo amino y el grupo protector
P'3 para el grupo carboxi o el grupo hidroxi en la cadena lateral pueden desprotegerse simultdneamente. Por
ejemplo, un ejemplo representativo incluye una combinacién en la que P° es un grupo terc-butiloxicarbonilo y
P'3 es un grupo terc-butilo o un grupo tritilo, o P2 es un grupo benciloxicarbonilo y P'3 es un grupo bencilo. Los
grupos protectores pueden seleccionarse adecuadamente de los mencionados anteriormente con respecto a
los grupos protectores para el compuesto (6) dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un grupo amino,
un grupo carboxi o un grupo hidroxi del compuesto a proteger. Para la retirada de los grupos protectores, los
reactivos y las condiciones se seleccionan dependiendo del grupo protector. Usando el aminoacido o péptido
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protegido que satisfaga las propiedades anteriores, el compuesto (59) se puede sintetizar de la misma manera
que en el Procedimiento de produccion 6.

Mediante la desproteccion secuencial o simultanea del grupo protector P° y P'3 del compuesto (59), se puede
producir el compuesto (53). Los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

Un grupo funcional en la cadena lateral hidréfila de LP en el compuesto (60) no esta particularmente protegido.
Sin embargo, por reaccién con el compuesto (11) derivatizado en éster activo, anhidrido de &cido mixto o similar
en presencia de una base, se puede producir el compuesto (2). Las condiciones de reaccidn, reactivos, bases
y disolventes usados para formar cada enlace de péptido pueden seleccionarse adecuadamente entre los
descritos para la sintesis del compuesto (6).

8. Procedimiento de produccién 8

El compuesto (43) mostrado en el Procedimiento de produccion 5 en el cual el engarce -LP tiene una estructura
de -LP'-Gly-Gly-Phe-Gly también puede producirse por el siguiente procedimiento.

[Compuesto quim. 30]
H-Gly-Gly-Phe-Gly-(NH-DX)
61

PO-LPI(P10)-OH
31

PY.LP1(P10).Gly-Gly-Phe-Gly-(NH-D X)
62

[en la férmula, P® y P representan un grupo protector].

El compuesto (62) puede producirse derivatizando el aminoacido o péptido (31) descrito en el Procedimiento
de produccién 5 en éster activo, anhidrido de &cido mixto, haluro de &cido o similar y haciéndolo reaccionar con
glicilglicil-L-fenilalanil-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 (es decir, forma libre del compuesto
farmacéutico desvelado en la Publicacién Internacional n.°® WO 1997/46260) (61) o una sal del mismo en
presencia de una base. Las condiciones de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para formar un
enlace de péptido entre el aminoécido o péptido (31) y el compuesto (61) pueden seleccionarse adecuadamente
entre los descritos para la sintesis del compuesto (6). El grupo protector P® para el N terminal y el grupo
protector P10 para el grupo funcional en la cadena lateral son los mismos que los descritos en el Procedimiento
de produccion 5. Por otra parte, el grupo protector P'° para el grupo funcional en la cadena lateral puede no
estar presente, y realizando la reaccién usando el aminoécido o péptido (31) con N terminal protegido
solamente, se puede obtener el compuesto (62).

9. Procedimiento de produccién 9

Entre los compuestos representados por la formula (2), un compuesto, en el cual el engarce tiene una estructura
representada por -L'-L>-LP-, y dicho L" es el oligopéptido en el que el C terminal estd compuesto por 2 0 3 0
méas glicinas y esta conectado a un farmaco, y el N terminal de dicho residuo peptidico es glicina en caso de
que esté presente un aminoéacido hidréfilo en el N terminal, también se puede producir de acuerdo con el
siguiente procedimiento.

[Compuesto quim. 31]
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PM.LP.OH
63
, NH,-DX
H-LP2-(NH-DX) l 2
52 4 L'-L%-LP-OH
P14 PLOH , PM-LP(NH-DX) 67
65 64 l H-LP2-OP12
l 46 | i20H
H-LP-(NH-DX) ry2yropz 1 H-LP-OP12
o6 L¥L ;é -OP oo
LY-L2-OH
1 l
H-LP2{NH-DX) NH,-DX
L"-L2LP1-OH 52 LV-L2-LP-(NH-DX) 4 L*-L2-LP-OH
e i S
67 2 70

[en la formula, L corresponde a L' que tiene una estructura en la cual el terminal se convierte en un grupo
maleimidilo, L representa una estructura que consiste en LP'-LP2 y P12y P'4 representan un grupo protector].

Debido a que LP se forma conectando LP' a LP? el numero de glicinas para constituir el C terminal de LP
contenidas en ¢l puede disefiarse teniendo en cuenta el nimero de glicinas en el C terminal de LP y el niimero
de uso repetido de las mismas durante la reaccién.

El péptido (63) es un oligopéptido en el que el C terminal esta compuesto por 2 0 3 0 mas glicinas, y el N
terminal es glicina en caso de que el N terminal de dicho residuo peptidico sea un aminoéacido hidréfilo y,
ademas, dicho N terminal esta protegido con P'*. Como se emplea cominmente para la sintesis de péptidos,
el péptido (63) puede sintetizarse repitiendo secuencialmente la reaccién de condensacién del aminoacido o
péptido constituyente y desproteccién.

El compuesto (64) puede producirse derivatizando el péptido (63) en éster activo, anhidrido de acido mixto o
similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) o una sal del mismo. Las condiciones de reaccién, los
reactivos, la base y el disolvente usados para la formacién de un enlace peptidico entre el péptido (63) y el
compuesto (4) pueden seleccionarse adecuadamente de los descritos para la sintesis del compuesto (6). El
grupo protector P'* se puede seleccionar y usar de forma adecuada entre los descritos para la sintesis del
compuesto (6).

El compuesto (64) también se puede producir derivatizando el aminoacido o péptido (65) con el N terminal
protegido con P' en un éster activo, anhidrido de acido mixto o similares, y haciéndolo reaccionar con el
compuesto (52) descrito en el Procedimiento de produccién 6. Las condiciones de reaccién, los reactivos, la
base y el disolvente usados para la formacién de un enlace peptidico entre el aminoacido o péptido (65) y el
compuesto (52) pueden seleccionarse adecuadamente de los descritos para la sintesis del compuesto (6). El
grupo protector P'* se puede seleccionar y usar de forma adecuada entre los descritos para la sintesis del
compuesto (6).

Desprotegiendo el grupo protector P'# para el grupo amino del compuesto (64) obtenido, puede producirse el
compuesto (66). Los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del grupo protector.

El compuesto (2) puede producirse derivatizando el derivado de &cido carboxilico (11) en éster activo, anhidrido
de acido mixto, haluro de acido o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (66) obtenido. Las
condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes usados para formar un enlace de amida entre el
derivado de acido carboxilico (11) y el compuesto (66) pueden seleccionarse adecuadamente entre los
descritos para la sintesis del compuesto (6).

El compuesto (2) también puede producirse por el siguiente procedimiento.

En el compuesto (67), del cual la glicina en el N terminal de LP! esta conectada a L?, y se puede producir de la
misma manera que el compuesto (45) descrito en el Procedimiento de produccidén 5. El compuesto (68) puede
producirse derivatizando el aminoacido o péptido (46) descrito en el Procedimiento de produccién 5 en éster
activo, anhidrido de acido mixto, haluro de 4cido o similar, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (67). En
el presente documento, el aminoéacido o péptido (46) es un oligopéptido que consta de glicina o que tiene el C
terminal que consta de 2 o 3 0 mas glicinas, en el que el C C terminal esta protegido con P'2 Las condiciones
de reaccién, los reactivos, la base y el disolvente usados para la formacién de un enlace de amida entre el
aminodacido o péptido (46) y el compuesto (67) pueden seleccionarse adecuadamente de los descritos para la
sintesis del compuesto (6).
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El compuesto (68) también puede producirse derivatizando el compuesto (11) en éster activo, anhidrido de
acido mixto o similares, y haciéndolo reaccionar con el péptido (69) que tiene el C terminal protegido con P2,
En el presente documento, El péptido (69) es un oligopéptido en el que el C terminal estd compuesto por2 0 3
o mas glicinas, y el N terminal es glicina en caso de que el N terminal de dicho residuo peptidico sea un
aminoécido hidréfilo. Como se emplea comlinmente para la sintesis de péptidos, el péptido (69) puede
producirse repitiendo secuencialmente la reaccién de condensacién del aminoacido o péptido constituyente y
desproteccién. Las condiciones de reaccién, reactivos, bases y disolventes usados para formar un enlace de
péptido entre el péptido (69) y el compuesto (11) pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos
para la sintesis del compuesto (6). El grupo protector P'2 es preferentemente un grupo protector que se puede
desproteger en condiciones é&cidas pero no se limita a las mismas, y se puede seleccionar y usar de forma
adecuada entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

Desprotegiendo el grupo protector P'2 para el grupo carboxi del compuesto (68) obtenido, puede producirse el
compuesto (70). En esta desproteccion, los reactivos y condiciones pueden seleccionarse dependiendo del
grupo protector.

El compuesto (2) puede producirse derivatizando el compuesto (70) en éster activo, anhidrido de acido mixto
o similares, y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) o una sal del mismo. Las condiciones de reaccién,
reactivos, bases y disolventes usados para formar un enlace de péptido entre el compuesto (70) y el compuesto
(4) pueden seleccionarse adecuadamente entre los descritos para la sintesis del compuesto (6).

Ademas de lo anterior, el compuesto (2) también se puede producir de acuerdo con el siguiente procedimiento.

El compuesto (2) se puede producir derivatizando el compuesto (52) descrito en el Procedimiento de produccién
6 en un éster activo, anhidrido de acido mixto o similar y haciéndolo reaccionar con el compuesto (67) en
presencia de una base. Las condiciones de reaccidn, reactivos, bases y disolventes usados para formar un
enlace de péptido entre el compuesto (67) y el compuesto (52) pueden seleccionarse adecuadamente entre los
descritos para la sintesis del compuesto (6).

Por otra parte, también es posible que todos los compuestos intermedios del procedimiento de produccién 1 al
Procedimiento de produccién 9 puedan estar presentes en forma de sal y/o hidrato.

El conjugado de anticuerpo y farmaco producido por el procedimiento de la presente invencién puede absorber
humedad para tener agua de adsorcién, por ejemplo, o convertirse en un hidrato cuando se deja en el aire o
se somete a procedimientos de purificacién tales como recristalizacién. Un compuesto de este tipo o una sal
que contiene agua también se incluyen en la presente invencion.

También se incluye en la presente invencién un compuesto marcado con varios isétopos radiactivos o no
radiactivos. Uno o mas atomos que constituyen el conjugado de anticuerpo y farmaco producido por el
procedimiento de la presente invencién pueden contener un isétopo atémico en una proporcién no natural. Los
ejemplos del isétopo atémico pueden incluir deuterio (°H), tritio (*H), yodo 125 ('?31) y carbono 14 ('#C). Ademas,
el compuesto de la presente invencién puede estar marcado radioactivamente con un isétopo radioactivo, tal
como tritio (°H), yodo 125 (?31), carbono 14 (*C), cobre 64 (5*Cu), circonio 89 (39Zr), yodo 124 ('24), flGor 18
("8F), indio 111 ("""1), carbono 11 ("'C) o yodo 131 (*3']). El compuesto marcado con un isétopo radioactivo es
util como un agente terapéutico o profilactico, un reactivo para investigar, tal como un reactivo de ensayo y un
agente para diagnéstico, tal como un agente de formacidén de imagenes de diagnéstico in vivo. Sin que esté
relacionado con la radioactividad, cualquier tipo de variante isotdpica del conjugado de anticuerpo y farmaco
producido por el procedimiento de la presente invencién esta dentro del ambito de la presente invencion.

{Productos farmacéuticos/Medicamentos}

El conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencién exhibe
una actividad citotdxica contra las células cancerosas y, por lo tanto, como un medicamento, puede usarse
particularmente como un agente terapéutico y/o un agente profilactico para el cancer.

Especificamente, el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente
invencién puede usarse selectivamente como un medicamento para quimioterapia, que es un procedimiento
importante para tratar el cancer y, como resultado, puede retrasar el desarrollo de células cancerosas, inhibir
el crecimiento de las mismas y destruir ademas las células cancerosas. Esto puede permitir que los pacientes
con cancer estén libres de sintomas provocados por el cancer o lograr una mejora en la calidad de vida de los
pacientes con cancer y lograr un efecto terapéutico al mantener la vida de los pacientes con cancer. Incluso si
el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencién no llega
a destruir las células cancerosas, puede lograr una mayor calidad de vida de los pacientes con cancer mientras
logra una supervivencia a largo plazo, inhibiendo o controlando el crecimiento de células cancerosas.

El conjugado de farmaco-anticuerpo anti-HERS3 producido por el procedimiento de la presente invencién puede
usarse como un medicamento solo en dicha terapia medicinal. Ademas, el conjugado de farmaco-anticuerpo
anti-HERS3 producido por el procedimiento de la presente invencién puede usarse como un medicamento en
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combinacidén con una terapia adicional en terapia adyuvante y puede combinarse con una operacién quirurgica,
radioterapia, terapia hormonal o similares. Adicionalmente, el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-HER3
producido por el procedimiento de la presente invencién también puede usarse como un medicamento para la
terapia con farmacos en la terapia necadyuvante.

Ademas del uso terapéutico descrito anteriormente, también puede esperarse el efecto de suprimir el
crecimiento de diminutas células cancerosas metastasicas y ademas destruirlas. Particularmente, cuando se
confirma la expresién de HER3 en células cancerosas primarias, puede esperarse la inhibicién de la metastasis
del cancer o un efecto profilactico administrando el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el
procedimiento de la presente invencién. Por ejemplo, el efecto de inhibir y destruir las células cancerosas en
un fluido corporal en el transcurso de la metéstasis o el efecto de, por ejemplo, inhibir y destruir las diminutas
células cancerosas inmediatamente después de la implantacién en cualquier tejido puede esperarse. Por
consiguiente, puede esperarse una inhibicibn de la metastasis del cancer o un efecto profilactico,
particularmente, después de la extirpacién quirirgica del cancer.

Puede esperarse que el conjugado farmaco-anticuerpo anti-HER3 producido por el procedimiento de la
presente invencidén produzca un efecto terapéutico por administracion como terapia sistémica a pacientes asi
como por administracién local a tejidos cancerosos.

El conjugado anticuerpo-farmaco (1) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cancer de mama, anti-cancer de pulmén y anti-melanoma in vitro.

El conjugado anticuerpo-farmaco (2) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cancer de mama, anti-cancer de pulmén, anti-cancer colorrectal y anti-melanoma in vitro
y efectos mas fuertes anti-cdncer de mama y anti-melanoma in vivo que los de U1-59.

El conjugado anticuerpo-farmaco (3) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cancer de mama, anti-cancer de pulmén, anti-ovarico, anti-cdncer colorrectal y anti-
melanoma in vitro y efectos mas fuertes anti-cancer de mama, anti-cancer de pulmén, anti-cancer de estbmago
y anti-melanoma in vivo que los de U1-59.

El conjugado anticuerpo-farmaco (4) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié un efecto anti-cdncer de mama in vitro.

El conjugado anticuerpo-farmaco (5) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cancer de mama, anti-cancer de pulmén y anti-melanoma in vitro.

El conjugado anticuerpo-farmaco (6) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cdncer de mama, anti-cancer de pulmén y anti-melanoma in vitro y un efecto més fuerte
anti-cancer de mama /n vivo que el de U1-59.

El conjugado anticuerpo-farmaco (7) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cancer de mama, anti-cancer de pulmén y anti-melanoma in vitro.

El conjugado anticuerpo-farmaco (8) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cdncer de mama, anti-cancer de pulmén y anti-melanoma in vitro y un efecto més fuerte
anti-cancer de mama /n vivo que el de U1-59.

El conjugado anticuerpo-farmaco (9) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cdncer de mama, anti-cancer de pulmén, anti-cancer de ovario, anti-cancer colorrectal y
anti-melanoma in vitro.

El conjugado anticuerpo-farmaco (10) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cancer de mama, anti-cancer de pulmén, anti-cancer colorrectal y anti-melanoma in vitro
y efectos mas fuertes anti-cdncer de mama, anti-cancer de pulmoén, anti-cdncer colorrectal, anti-cancer de
estémago y anti-melanoma in vivo que los de U1-59.

El conjugado anticuerpo-farmaco (11) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié un efecto anti-cdncer de mama in vitro.

El conjugado anticuerpo-farmaco (12) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cdncer de mama, anti-cancer de pulmén, anti-cancer de ovario, anti-cancer colorrectal y
anti-melanoma in vitro.

El conjugado anticuerpo-farmaco (13) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié efectos anti-cancer de mama, anti-cancer de pulmén, anti-cancer colorrectal y anti-melanoma in vitro
y efectos més fuertes anti-cadncer de mama (incluyendo cancer de mama triple negativo), anti-cancer de pulmén,
anti-cancer de estémago, anti-cancer pancreatico y anti-melanoma in vivo que los de U1-59.
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El conjugado anticuerpo-farmaco (14) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades fisicas
y exhibié un efecto anti-cdncer de mama in vitro.

El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) tuvo una excelente actividad antitumoral, seguridad y propiedades
fisicas y exhibié un efecto anti-cancer de mama (incluyendo luminal y triple negativo), anti-melanoma, anti-
cancer de ovario, anti-cancer de vejiga, anti-cancer de pulmén, anti-cancer de cabeza y cuello y anti-cancer
gastrico in vivo cuando se administré solo o en combinacién con trastuzumab, gefinitib, cetuximab,
panitumumab o pertuzumab.

Los ejemplos del tipo de cancer a los que se aplica el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por
el procedimiento de la presente invencién incluyen cancer de pulmén, cancer de rifién, cancer urotelial, cancer
colorrectal, cancer de préstata, glioblastoma multiforme, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de
mama, cancer de mama metastasico, cancer de mama luminal, melanoma, cancer de higado, cancer de vejiga,
cancer gastrico (estbmago), tumor del estroma gastrointestinal, cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y
cuello, cancer de esbfago, cancer epidermoide, cancer peritoneal, glioblastoma multiforme adulto, cancer
hepatico, carcinoma hepatocelular, cancer de colon, cancer rectal, cancer de colon y recto, cancer endometrial,
cancer de Utero, cancer de las glandulas salivales, cancer renal, cdncer vulvar, cancer de tiroides, carcinoma
hepatico, carcinoma de ano, cancer de pene. La quimioterapia es el Unico tratamiento actual indicado para el
cancer de mama particularmente triple negativo (que carece de la expresidn de los receptores HER2, estrégeno
y progesterona) entre los canceres de mama, que se dice que tiene un mal pronéstico. Casi no ha habido
informes de expresiéon de HER3 en el cancer de mama triple negativo. Sin embargo, si se observa expresién
de HERS3 en pacientes con cancer de mama triple negativo, entonces, el conjugado anticuerpo-farmaco anti-
HERS3 producido por el procedimiento de la presente invencién puede usarse como un agente terapéutico y/o
un agente preventivo. Sin embargo, no se limita a ellos siempre que sea una célula cancerosa que exprese, en
una célula cancerosa como sujeto de tratamiento, una proteina que el anticuerpo del conjugado anticuerpo-
farmaco pueda reconocer.

El tratamiento que usa el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-HER3 producido por el procedimiento de la
presente invencién puede dirigirse a una célula cancerosa que expresa, en una célula cancerosa como sujeto
de tratamiento, la proteina HER3 que el anticuerpo del conjugado anticuerpo-farmaco pueda reconocer. En la
presente memoria descriptiva, el "cancer que expresa proteina HER3" es cancer que comprende células que
tienen proteina HER3 en su superficie o cancer que secreta proteina HER3 a la sangre. La proteina HERS3 se
sobreexpresa en diversos tumores humanos y puede evaluarse mediante un procedimiento que se lleva a cabo
habitualmente, tales como el procedimiento de tinciébn inmunohistoquimica (IHC) para evaluar la
sobreexpresion de la proteina HER3 en especimenes tumorales (primarios, metastasicos), procedimiento de
hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) para evaluar la amplificacién del gen HER3 o ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para evaluar la sobreexpresién de la proteina HER3 en muestras
de sangre.

El conjugado anticuerpo-farmaco anti-HERS producido por el procedimiento de la presente invencidn exhibe un
efecto antitumoral al reconocer e internalizar adicionalmente la proteina HER3 expresada en la superficie de la
célula cancerosa. Por lo tanto, el sujeto de tratamiento del conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido
por el procedimiento de la presente invencién no se limita a la "proteina HER3 que expresa el cancer' y también
puede ser, por ejemplo, leucemia, linfoma maligno, plasmacitoma, mieloma o sarcoma.

El conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencién puede
administrarse preferentemente a un mamifero, pero se administra més preferentemente a un ser humano.

Las sustancias usadas en una composicidén farmacéutica que comprende el conjugado anticuerpo-farmaco anti-
HERS3 producido por el procedimiento de la presente invencién pueden seleccionarse y aplicarse de forma
adecuada a partir de aditivos de formulacion o similares que se usan generalmente en la técnica, en vista de
la dosis o concentracion de administracion.

El conjugado farmaco-anticuerpo anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencién puede
administrarse como una composicién farmacéutica que comprende al menos un ingrediente farmacéuticamente
compatible. Por ejemplo, la composicién farmacéutica comprende tipicamente al menos un vehiculo
farmacéutico (por ejemplo, liquido esterilizado). Como se describe en el presente documento, los ejemplos del
liguido incluyen agua y aceite (aceite de petréleo y aceite de origen animal, de origen vegetal o de origen
sintético). El aceite puede ser, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de
sésamo o similares. El agua es un vehiculo mas tipico cuando la composicién farmacéutica se administra por
via intravenosa. Una solucidén salina, una solucién acuosa de dextrosa y una solucién acuosa de glicerol
también pueden usarse como un vehiculo liquido, en particular, para una solucién inyectable. Puede
seleccionarse apropiadamente un vehiculo farmacéutico adecuado de aquellos conocidos en la técnica. Si se
desea, la composicién también puede comprender una pequefia cantidad de un agente humectante, un agente
emulsionante o un agente tamponante del pH. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se
desvelan en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin. Las formulaciones corresponden a un
modo de administracion.
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Se conocen diversos sistemas de administracién y pueden usarse para administrar el conjugado farmaco-
anticuerpo anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencién. Los ejemplos de la via de
administracién pueden incluir las vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea,
pero no se limitan a las mismas. La administracién puede realizarse mediante inyeccién o inyeccidén en bolo,
por ejemplo. De acuerdo con una realizacién preferida especifica, la administraciéon del conjugado ligando-
farmaco se realiza mediante inyeccién. La administracién parenteral es una via de administracién preferida.

De acuerdo con una realizacién representativa, se prescribe la composicién farmacéutica, como una
composicién farmacéutica adecuada para la administracién intravenosa a seres humanos, de acuerdo con los
procedimientos convencionales. La composicién para administracién intravenosa es tipicamente una solucién
en una solucidén tampdn acuosa estéril e isotdnica. En caso de ser necesario, el medicamento puede contener
un agente solubilizante y anestésicos locales para aliviar el dolor en el drea de la inyeccién (por ejemplo,
lignocaina). Generalmente, el ingrediente se proporciona individualmente como un polvo liofilizado o un
concentrado anhidro contenido en un recipiente que se obtiene sellando en una ampolla o sobre que tiene una
cantidad del principio activo o como una mezcla en una forma de dosificacién unitaria. Cuando el producto
farmacéutico es la forma de administraciéon por inyeccién, puede administrarse desde una botella de inyeccién
que contiene agua o solucién salina de calidad farmacéutica estéril. Cuando el producto farmacéutico se
administra por inyeccidn, puede proporcionarse una ampolla de agua estéril o solucidén salina para inyeccién
de manera que los ingredientes anteriormente mencionados se mezclen entre si antes de la administracion.

La composiciéon farmacéutica de la presente invencién puede comprender solo el conjugado anticuerpo-
farmaco anti-HER3 de la presente solicitud como un principio activo o puede comprender el conjugado farmaco-
anticuerpo anti-HER3 y al menos un medicamento (por ejemplo, agente para el tratamiento del cancer) distinta
del conjugado. El conjugado de farmaco-anticuerpo anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente
invencién puede administrarse con otro agente de tratamiento del céncer y, en consecuencia, puede
potenciarse el efecto anticanceroso. Por ejemplo, otro medicamento tal como un agente anticanceroso usado
para tal fin puede administrarse antes de la administracién de la composicién farmacéutica que comprende el
conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencién como un
principio activo o después de la administraciéon de la composicién farmacéutica que comprende el conjugado
de anticuerpo-farmaco anti-HER3 como un principio activo, o puede administrarse simultdineamente con, por
separado (individualmente) de, o posteriormente al conjugado anticuerpo-farmaco, y puede administrarse
variando el intervalo de administracién para cada uno. En la presente invencidn, el caso en el que el conjugado
anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencién se administre
simultdneamente con otro medicamento como una formulacién Unica que contiene el conjugado farmaco-
anticuerpo y el medicamento y el caso en el que el conjugado farmaco-anticuerpo anti-HER3 de la presente
invencién y otro medicamento se administre simultdnea o posteriormente como formulaciones separadas o se
administre mientras se varia el intervalo de administracién para cada uno, estan ambos incluidos en el &mbito
de la "composicion farmacéutica que comprende el conjugado anticuerpo-farmaco y otro medicamento”. Los
ejemplos del agente de tratamiento del cancer incluyen 5-FU, trastuzumab, trastuzumab emtansina (T-DM1),
cetuximab, gefitinib, panitumumab, pertuzumab, abraxano, erlotinib, carboplatino, cisplatino, gemcitabina,
capecitabina, irinotecan (CPT-11), paclitaxel, docetaxel, pemetrexed, sorafenib, vinblastina, vinorelbina,
vermurafenib, medicamentos descritos en la Publicacién internacional N.© WO 2003/038043, anéalogos de LH-
RH (leuprorelina, goserelina o similares), fosfato de estramustina, antagonista de estrégeno (tamoxifeno,
raloxifeno o similares) y un inhibidor de la aromatasa (anastrozol, letrozol, exemestano o similares), pero no
esta limitado siempre que sea un medicamento que tenga actividad antitumoral. Estos agentes para el
tratamiento del cancer pueden clasificarse, de acuerdo con sus dianas, en: agentes anti-FGER tales como
cetuximab, gefitinib y panitumumab; agentes anti-HER2 tales como trastuzumab, T-DM1 y pertuzumab; agentes
anti-HERS3 tales como patritumab, MM-121 y MM-111; agentes anti-VEGF tales como infliximab y adalimumab;
etc. Ademas, pueden clasificarse en: anticuerpos anti-EGFR tales como cetuximab y panitumumab; anticuerpos
anti-HER?2 tales como trastuzumab y pertuzumab; anticuerpos anti-HERS3 tales como patritumab, MM-121 y
MM-111; anticuerpos anti-VEGF tales como infliximab y adalimumab; etc. El conjugado anticuerpo-farmaco
anti-HERS3 producido por el procedimiento de la presente invencion ejerce un excelente efecto terapéutico
cuando se administra en combinacién con un agente anti-HER2 o un anticuerpo anti-HER?2 en i) el tratamiento
del cancer de estémago, cancer de mama, cdncer de mama triple negativo o similares o cuando se administra
en combinacién con un agente anti-EGFR o un anticuerpo anti-EGFR en ii) el tratamiento del cancer de pulmén,
cancer de cabeza y cuello, cancer de estdmago, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, o similares.
Pueden usarse uno o dos o méas medicamentos distintos del conjugado y estos medicamentos pueden ser
agentes contra el cancer o pueden ser medicamentos para aliviar los efectos secundarios provocados por los
medicamentos complementarios.

En la presente invencién, la "composicién farmacéutica que comprende el conjugado de farmaco-anticuerpo
anti-HERS3 y otro medicamento" tiene el mismo significado que una "composicién farmacéutica en la que el
conjugado de farmaco-anticuerpo anti-HER3 debe administrarse en combinacién con otro medicamento". En
la presente invencidn, la expresién "administrado en combinacién" usada para el conjugado anticuerpo-farmaco
anti-HERS3 y otro medicamento significa que el conjugado farmaco-anticuerpo anti-HER3 y otro medicamento
se incorporan en el cuerpo de un receptor dentro de un periodo determinado. Puede administrarse una Unica
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formulacién que contiene el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 y otro medicamento, o el conjugado
anticuerpo-farmaco anti-HER3 y otro medicamento pueden formularse por separado y administrarse como
formulaciones separadas. En el caso de las formulaciones separadas, los tiempos de administracién de los
mismos no estén particularmente limitados, y las formulaciones pueden administrarse al mismo tiempo o
pueden administrarse en diferentes momentos o dias diferentes de manera escalonada. En el caso de que el
conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 y otro medicamento se administren por separado en diferentes
momentos o dias diferentes, el orden de administracién de los mismos no est4 particularmente limitado. Dado
que las formulaciones separadas se administran normalmente de acuerdo con sus respectivos procedimientos
de administracién, la frecuencia de administracién de los mismos puede ser la misma o puede ser diferente.
Ademas, tales formulaciones separadas pueden administrarse mediante el mismo procedimiento de
administracién (via de administracién) o diferentes procedimientos de administracién (vias de administracion).
No es necesario que el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HERS3 y otro medicamento existan en el organismo
al mismo tiempo, y es suficiente que el conjugado farmaco-anticuerpo anti-HER3 y otro medicamento se
incorporen al organismo dentro de un periodo determinado (por ejemplo, 1 mes, preferentemente 1 semana,
mas preferentemente varios dias, incluso mas preferentemente 1 dia). De manera alternativa, cuando se
administra uno de los principios activos, el otro principio activo puede haber desaparecido ya del cuerpo.

Los ejemplos de la forma de dosificacién de la "composicién farmacéutica en la que el conjugado anticuerpo-
farmaco anti-HER3 se administrard en combinacién con otro medicamento” pueden incluir: 1) la administracién
de una Unica formulacién que comprende el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 y otro medicamento, 2)
la administracién simultanea por la misma via de administraciéon de dos formulaciones obtenidas formulando
por separado el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 y otro medicamento, 3) la administraciéon escalonada
por la misma via de administracién de dos formulaciones obtenidas formulando por separado el conjugado
anticuerpo-farmaco anti-HER3 y otro medicamento, 4) la administracién simultanea por diferentes vias de
administracién de dos formulaciones obtenidas formulando por separado el conjugado anticuerpo-farmaco anti-
HERS3 y otro medicamento, y 5) la administracién escalonada a través de diferentes vias de administracién de
dos formulaciones obtenidas formulando por separado el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 y otro
medicamento. La dosis, el intervalo de dosificacién, la forma de dosificacion, la formulacién, etc., de la
"composicién farmacéutica en la que el conjugado de farmaco-anticuerpo anti-HER3 va a administrarse en
combinacién con otro medicamento” cumplen con los de la composicién farmacéutica que contiene el
conjugado farmaco-anticuerpo anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencion, pero no se
limitan a ello.

Dicha composicién farmacéutica formulada en dos formulaciones diferentes puede estar en forma de un kit que
las contiene.

En la presente invencién, la "combinacidén" del conjugado anticuerpo-farmaco anti-HERS3 y otro medicamento
significa que el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 y el medicamento se "administran en combinacion".

La composicién farmacéutica puede formularse en una formulacién de liofilizacién o una formulacién liquida
como una formulacién que tiene la composicién deseada y la pureza requerida. Cuando se formula como una
formulacién de liofilizacién, puede ser una formulacién que contenga aditivos de formulacién adecuados que
se usan en la técnica. También para una formulacién liquida, puede formularse como una formulacién liquida
que contiene varios aditivos de formulacién que se usan en la técnica.

Los constituyentes y la concentracién de la composiciéon farmacéutica pueden variar dependiendo del
procedimiento de administracién. Sin embargo, el conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 comprendido en la
composicion farmacéutica de la presente invencién puede exhibir el efecto farmacéutico incluso a una pequefia
dosis cuando el conjugado farmaco-anticuerpo tiene mayor afinidad por un antigeno, esto es, mayor afinidad
(= menor valor de Kd) en términos de la constante de disociacién (es decir, valor de Kd) por el antigeno. Por lo
tanto, para determinar la dosis del conjugado anticuerpo-farmaco, la dosis puede determinarse en vista de una
situacion relacionada con la afinidad entre el conjugado anticuerpo-farmaco y el antigeno. Cuando el conjugado
anticuerpo-farmaco producido por el procedimiento de la presente invencién se administra a un ser humano,
por ejemplo, pueden administrarse aproximadamente 0,001 a 100 mg/kg una vez o administrarse varias veces
con un intervalo de una vez durante 1 a 180 dias.

Ejemplos

La presente invencién se describe especificamente a la vista de los ejemplos que se muestran a continuacién.
Sin embargo, la presente invencién no se limita a ellos ni se interpreta de ninguna manera en un sentido
limitado. Ademas, a menos que se describa especificamente de otro modo, el reactivo, el disolvente y el
material de partida descritos en la especificacién pueden obtenerse facilmente de un proveedor comercial.

Ejemplo de referencia 1 Produccién de U1-59
U1-59 se produjo sobre la base del procedimiento descrito en la Publicacidn Internacional n.° WO 2007/077028.

Ejemplo 1 Conjugado de anticuerpo y farmaco (1)
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[Compuesto quim. 32]

B

BT g

Frocedimiania 3

Procadimiento &

AAAAAAAAAAAAAAA .

Procedimiento 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-ilJamino}-4-oxobutil)carbamato de terc-butilo

Se disolvié acido 4-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (0,237 g, 1,13 mmol) en diclorometano (10 ml), se
cargé con N-hidroxisuccinimida (0,130 g, 1,13 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (0,216 g, 1,13 mmol) y se agitd durante 1 hora. La solucién de reaccién se
afladié gota a gota a una solucién de N,N-dimetilformamida (10 ml) cargada con mesilato de exatecano
(0,500 g, 0,94 mmol) y trietilamina (0,157 ml, 1,13 mmol) y se agité6 a temperatura ambiente durante 1 dia. El
disolvente se retird a presion reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna
sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 8 : 2 (v/v)] para producir el compuesto del titulo (0,595 g,
cuantitativo).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) delta: 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 =7,2Hz), 1,89-1,82 (2H, m), 2,12-2,21 (3H, m), 2,39 (3H, s), 2,92 (2H, t, J = 6,5 Hz), 3,17 (2H, s), 5,16 (1H,
d, J=19,2Hz), 524 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,59-5,55 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,78 (1H, t, J = 6,3 Hz),
7,30 (1H, s), 7,79 (1H, d, J = 11,0 Hz), 8,40 (1H, d, J = 8,6 Hz).

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

Procedimiento 2: Trifluoroacetato de 4-amino-N-[(1S,98)-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-iljbutanamida

El compuesto (0,388 g, 0,61 mmol) obtenido en el Procedimiento 1 anterior se disolvié en diclorometano (9 ml).
Después de afiadir acido trifluoroacético (9 ml), se agité durante 4 horas. El disolvente se retiré a presién
reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo -
capa organica repartida de cloroformo : metanol: agua =7 : 3 : 1 (v/v/v)] para producir el compuesto del titulo
(0,343 g, cuantitativo).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,79-1,92 (4H, m), 2,10-2,17 (2H, m), 2,27 (2H, t, J =
7,0 Hz), 2,40 (3H, s), 2,80-2,86 (2H, m), 3,15-3,20 (2H, m), 5,15 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,26 (1H, d, J = 18,8 Hz),
5,42 (2H, s), 5,54-5,61 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,32 (1H, s), 7,72 (3H, s a), 7,82 (1H, d, J = 11,0 Hz), 8,54 (1H, d,
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J=8,6 Hz).
EM (APCI) m/z: 521 (M+H)*.

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

Se disolvidé N-(terc-butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanilglicina (0,081 g, 0,19 mmol) en diclorometano (3 ml), se
cargé con N-hidroxisuccinimida (0,021 g, 0,19 mmol) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (0,036 g, 0,19 mmol) y se agité durante 3,5 horas. La solucién de reaccién se
afladié gota a gota a una solucién de N,N-dimetilformamida (1,5 ml) cargada con el compuesto (0,080 g,
0,15 mmol) que se habia obtenido en el Procedimiento 2 anterior y se agitd a temperatura ambiente durante 4
horas. El disolvente se retird a presién reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en
columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 8 : 2 (v/v)] para producir el compuesto del titulo
(0,106 g, 73 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) delta: 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 (APCI) m/z: 939 (M+H)*.

Procedimiento 4: 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

El compuesto (1,97 g, 2,10 mmol) obtenido en el Procedimiento 3 anterior se disolvié en diclorometano (7 ml).
Después de afadir acido trifluoroacético (7 ml), se agité durante 1 hora. El disolvente se retiré a presién
reducida, y se cargd con tolueno para destilacién azeotrépica. Los residuos obtenidos se purificaron por
cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - capa organica repartida de cloroformo : metanol:
agua =7 :3:1 (vW/)] para producir el compuesto del titulo (1,97 g, 99 %).

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

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

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

A una solucién de N,N-dimetilformamida (1,2 ml) del compuesto (337 mg, 0,353 mmol) obtenida en el
Procedimiento 4 anterior, se le afiadieron trietilamina (44,3 ml, 0,318 mmol) y 6-maleimidehexanoato de N-
succinimidilo (119,7 mg, 0,388 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se retiré
a presién reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice
[cloroformo - cloroformo: metanol = 5 : 1 (v/v)] para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de
color amarillo palido (278,0 mg, 76 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 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),
3,65-3,77 (8H, m), 4,41-4,48 (1H, m), 5,15 (1H, d, J = 18,9 Hz), 524 (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=7,9Hz), 825 (1H, t, J = 6,1 Hz), 8,46 (1H, d, J=8,5 Hz). EM (APCI) m/z: 1032 (M+H)*.

Procedimiento 6: Conjugado de anticuerpo y farmaco (1)

Reducir el anticuerpo: EI U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 se prepardé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml reemplazando el medio con PBS6.0/EDTA usando el procedimiento
comun B y el procedimiento comin C descritos en el Procedimiento de produccién 1. La solucién (1,00 ml) se
afiadidé a un tubo de polipropileno de 2,0 ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0307 ml; 4,6 equivalentes equivalentes por molécula de anticuerpo) y una
solucién acuosa 1 M de hidrogenofosfato dipotasico (Nacalai Tesque, Inc.; 0,050 ml). Después de confirmar
que la solucién tiene un pH de 7,4 +/- 0,1, el enlace disulfuro en la parte de bisagra del anticuerpo se redujo
incubando a 37 °C durante 1 hora.
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Conjugacién entre anticuerpo y engarce de farmaco: Después de incubar la solucién en un bafio de agua a
22 °C durante 10 minutos, se afiadieron dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC; 0,0586 ml) y una solucién de
dimetilsulféxido (0,0615 ml; 9,2 equivalentes por molécula de anticuerpo) conteniendo 10 mM del compuesto
obtenido en el Procedimiento 5 anterior y se incubaron en un bafio de agua a 22 °C durante 40 minutos para
conjugar el engarce del farmaco con el anticuerpo. A continuacién, se afiadi6é a la misma una solucién acuosa
(0,0123 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) y se agité usando un rotador de tubo (MTR-103, fabricado
por AS ONE Corporation) a temperatura ambiente durante 20 minutos para terminar la reaccién del engarce
del farmaco.

Purificacién: La solucién anterior se sometié a purificacién usando el Procedimiento comin D (se us6 ABS
como solucién tampén) descrito en el Procedimiento de produccién 1 para producir 6 ml de una solucién que
contenia el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el Procedimiento comun E descrito en el Procedimiento de produccién
1 (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep2s0 = 7280 y Ep 370 = 23400), se
obtuvieron las siguientes caracteristicas.

Concentracién de anticuerpo: 1,29 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 7,74 mg (77 %) y namero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun E: 4.9.

Ejemplo 2 Conjugado de anticuerpo y farmaco (2)

[Compuesto quim. 33]

R N
Procedimiente 1 D' ) Ko i

[PUNSEEISE

RN

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (2)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1y el compuesto obtenido en el Procedimiento 5 anterior
del Ejemplo 1, el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el
Procedimiento 6 del Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 12,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 226,8 mg (91 %) y nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun E: 4.9.

Ejemplo 3 Conjugado de anticuerpo y farmaco (3)

[Compuesto quim. 34]
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Procedgimients 1

v

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (3)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedimiento 5 del
Ejemplo 1, el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el Procedimiento
6 del Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 16,9 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 219,7 mg (88 %) y nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun E: 4.9.

Ejemplo 4 Conjugado de anticuerpo y farmaco (4)

[Compuesto quim. 35]

]

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (4)

Reducir el anticuerpo: EI U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 se prepardé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml reemplazando el medio con PBS6.0/EDTA usando el procedimiento
comun B y el procedimiento comin C descritos en el Procedimiento de produccién 1. La solucién (1,00 ml) se
afiadidé a un tubo de polipropileno de 1,5ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0187 ml; 2,8 equivalentes equivalentes por molécula de anticuerpo) y una
solucién acuosa 1 M de hidrogenofosfato dipotasico (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0170 ml). Después de confirmar
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que la solucién tiene un pH de 7,0 +/- 0,1, el enlace disulfuro en la parte de bisagra del anticuerpo se redujo
incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacién entre anticuerpo y engarce de farmaco: Después de afiadir una solucién de dimetilsulféxido
(0,0314 ml; 4,7 equivalentes por molécula de anticuerpo) que contiene 10 mM del compuesto obtenido en el
Procedimiento 5 anterior a la solucién a temperatura ambiente, se incubé a 15 °C durante 1 hora para conjugar
el engarce del farmaco con el anticuerpo. A continuacién, se afiadi6é a la misma una solucién acuosa (0,0123 ml;
18,4 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAc 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) y se incubé a
temperatura ambiente durante otros 20 minutos para terminar la reaccidén del engarce del farmaco.

Purificacién: La solucién anterior se sometié a purificacién usando el Procedimiento comin D (se us6 ABS
como solucién tampén) descrito en el Procedimiento de produccién 1 para producir 6 ml de una solucién que
contenia el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo. Después de esto, la solucién se concentré por el
Procedimiento comun A.

Caracterizacion fisicoquimica: Usando el Procedimiento comun E descrito en el Procedimiento de produccién
1 (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron p2so = 5000, y Ep 370 = 19000), se
obtuvieron las siguientes caracteristicas.

Concentracién de anticuerpo: 1,02 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 6,1 mg (61 %) y nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comdn E: 2,9; y
ndimero medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento
comun F (como coeficiente de absorcion molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 2s0 = 5000): 3.2.

Ejemplo 5 Conjugado de anticuerpo y farmaco (5)

[Compuesto quim. 36]
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Procedimienio 4

8.0

Procedimiento 1: (55, 14S)-5-Bencil-1-{[(1S,95)-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}-14-{[(9H-fluoren-9-
ilmetoxi)carbonillamino}-1,4,7,10,13-pentaoxo-3,6,9,12-tetraazahexadecan-16-oato de ferc-butilo

En refrigeracién con hielo, a una solucién de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) de glicilglicil-L-fenilalanil-N-
[(18,98)-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]in-dolizino[1,2-b]quinolin-1-il]glicinamida (forma libre del compuesto farmacéutico
descrito en la Publicacién internacional n.° WO 1997/46260; 0,250 g, 0,332 mmol), N-hidroxisuccinimida
(57,2 mg, 0,497 mmol) y acido 4-terc-butili N-[(9H-fluoren-9-iimetoxi)carbonil]-L-aspartico (0,205 g,
0,497 mmol), se le afiadié N,N-diciclohexilcarbodiimida (0,123 g, 0,497 mmol) y se agité6 a temperatura
ambiente durante 2 dias. El disolvente se retird a presién reducida y los residuos obtenidos se purificaron por
cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 9 : 1 (v/v)] para producir el
compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,278 g, 73 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 0,86 (3H, t, J=7,1 Hz), 1,35 (9H, s), 1,79-1,90 (2H, m), 2,03-2,25 (2H, m),
2,40 (3H, s), 2,40-2,51 (2H, m), 2,64-2,82 (2H, m), 2,98 (1H, dd, J = 13,7, 4,6 Hz), 3,16 (2H, s a), 3,55 (1H, dd,
J=16,7, 5,7 Hz), 3,63-3,80 (4H, m), 4,16-4,34 (3H, m), 4,36-4,50 (2H, m), 5,23 (2H, s), 5,37 (1H, d, J = 16,5 Hz),
5,43 (1H, d, J = 16,5 Hz), 5,51-5,62 (1H, m), 6,52 (1H, s), 7,10-7,25 (5H, m), 7,26-7,33 (3H, m), 7,39 (2H, t, J =
7,3 Hz), 7,65-7,72 (3H, m), 7,80 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,86 (2H, d, J = 7,3 Hz), 7,98 (1H, t, J = 5,5 Hz), 8,07 (1H,
d, J=7,8Hz), 815 (1H,t, J=5,5Hz), 8,31 (1H, t, J = 5,5 Hz), 8,41 (1H, d, J = 8,7 Hz).

EM (IEN) m/z: 1147 (M+H)".

Procedimiento 2 (5S,148)-14-Amino-5-bencil-1-{[(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}-1,4,7,10,13-
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pentaoxo-3,6,9,12-tetraazahexadecan-16-oato de ferc-butilo

A una solucién de N,N-dimetilformamida (2,00 ml) del compuesto (0,279 g, 0,242 mmol) obtenida en el
Procedimiento 1 anterior, se le afiadié piperidina (0,240 ml, 2,42 mmol) y se agitd a temperatura ambiente
durante 1 hora. El disolvente se retird a presién reducida y los residuos obtenidos se purificaron por
cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 2 : 1 (v/v)] para producir el
compuesto del titulo en forma de un solido de color amarillo palido (0,265 g, cuantitativo). RMN "H (400 MHz,
DMSO-dg) delta: 0,88 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,39 (9H, s), 1,81-1,94 (1H, m), 2,07-2,28 (2H, m), 2,37 (1H, dd, J =
15,8, 8,0 Hz), 2,43 (3H, s), 2,60 (1H, dd, J = 15,8, 4,9 Hz), 2,75-2,82 (1H, m), 3,00 (1H, dd, J = 13,9, 4,5 Hz),
3,16-3,25 (2H, m), 3,50-3,61 (2H, m), 3,65-3,81 (5H, m), 4,40-4,51 (1H, m), 5,27 (2H, dd, J = 24,1, 19,0 Hz),
5,43 (2H, dd, J = 21,3, 16,2 Hz), 5,56-5,65 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,15-7,28 (5H, m), 7,33 (1H, s), 7,83 (1H, d, J
=11,0 Hz), 8,04 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,09 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,26-8,39 (2H, m), 8,44 (1H, d, J = 8,2 Hz).

Procedimiento 3: (5S,14S)-5-Bencil-14-{[6-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoillamino}-1-{[(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]in-
dolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-1,4,7,10,13-pentaoxo-3,6,9,12- tetraazahexadecan 16-oato de terc-butilo

A una solucién de N,N-dimetilformamida (2,00 ml) del compuesto (0,100 g, 0,108 mmol) obtenida en el
Procedimiento 2 anterior, se le afladié hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (40,0 mg, 0,130 mmol) y se
agitd a temperatura ambiente durante 2 dias. El disolvente se retiré a presion reducida y los residuos obtenidos
se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 9: 1 (viv)]
para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (80,0 mg, 66 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 0,88 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,13-1,23 (2H, m), 1,37 (9H, s), 1,42-1,54 (4H, m)
1,80-1,96 (2H, m), 2,08-2,25 (4H, m), 2,35-3,76 (15H, m), 2,43 (3H, s), 4,39-4,49 (1H, m), 4,55-4,67 (1H, m),
5,21-5,34 (2H, m), 5,43 (2H, dd, J = 21,1, 16,4 Hz), 5,56-5,64 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,01 (2H, d, J = 0,8 Hz),
7,16-7,26 (5H, m), 7,33 (1H, s), 7,83 (1H, d, J = 11,3 Hz), 8,04-8,18 (3H, m), 8,30-8,37 (1H, m), 8,43 (1H d, J
= 8,6 Hz).

EM (IEN) m/z: 1118 (M+H)".

Procedimiento 4: N-[6-(2,5-diox0o-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoill-L-alfa-aspartilglicilglicil-L-fenilalanil-N-
[(18,98)-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-il]glicinamida

En refrigeracién con hielo, se afiadié é&cido trifluoroacético (4,00 ml) al compuesto (70,0 mg, 62,6 umol)
obtenido en el Procedimiento 3 anterior y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se
retir6 a presidn reducida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo pélido
(55,0 mg, 83 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 0,88 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,14-1,24 (2H, m), 1,41-1,53 (4H, m), 1,79-1,95
(2H, m), 2,08-2,28 (4H, m), 2,37-2,60 (2H, m), 2,42 (3H, s), 2,63-2,82 (2H, m), 2,99 (1H, dd, J = 14,1, 5,1 Hz),
3,12-3,25 (2H, m), 3,29-3,44 (1H, m), 3,52-3,80 (6H, m), 4,38-4,48 (1H, m), 4,56 (1H, dd, J = 13,7, 7,4 Hz), 5,27
(2H, dd, J = 24,3, 18,8 Hz), 5,43 (2H, dd, J = 21,5, 16,4 Hz), 5,57-5,62 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,01 (2H, s), 7,15-
7,26 (5H, m), 7,33 (1H, s), 7,82 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,98 (1H, s a), 8,08 (1H, d, J = 6,7 Hz), 8,15 (1H, d, J =
7,8 Hz), 8,34 (1H, s a), 8,44 (1H, d, J = 8,6 Hz), 12,26 (1H, s a).

EM (IEN) m/z: 1062 (M+H)".

Procedimiento 5: Conjugado de anticuerpo y farmaco (5)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedimiento 4 anterior,
el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el Procedimiento 6 del
Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 1,36 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,16 mg (82 %), y numero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 2s0 = 7620, Ep 370 = 23700): 5.0.

Ejemplo 6 Conjugado de anticuerpo y farmaco (6)

[Compuesto quim. 37]
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4.8

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (6)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1y el compuesto obtenido en el Procedimiento 4 anterior
del Ejemplo 5, el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el
Procedimiento 6 del Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 11,5 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 224,2 mg (90 %), y nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 20 = 7620, Ep 370 = 23700): 4.6.

Ejemplo 7 Conjugado de anticuerpo y farmaco (7)

[Compuesto quim. 38]
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Procedimiento 1: (3S,128)-12-Bencil-21-{[(1S,95)-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}-3-{[(9H-fluoren-9-
ilmetoxi)carbonillamino}-4,7,10,13,16,21-hexaoxo-5,8,11,14,17-pentaazahenicosan-1-oato de ferc-butilo

Se disolvié 4&cido (28)-4-terc-butoxi-2-{[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonillamino}-4-oxobutanoico (0,625 g,
1,52 mmol) en diclorometano (10,0 ml), cargado con N-hidroxisuccinimida (0,175 g, 1,52 mol) y clorhidrato de
1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0,291 g, 1,52 mmol) y se agité durante 1 hora. La solucién de
reaccién se afiadié gota a gota a una solucién de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) cargada con el compuesto
(1,00 g, 1,01 mmol) obtenido en el Procedimiento 4 anterior del Ejemplo 1 y se agité a temperatura ambiente
durante 20 horas. El disolvente se retiré a presién reducida y los residuos obtenidos se purificaron por
cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 8 : 2 (v/v)] para producir el
compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,873 g, 70 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 0,88 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,37 (9H, s), 1,68-1,78 (2H, m), 1,81-1,93 (2H, m),
2,10-2,23 (4H, m), 2,41 (3H, s), 2,68-2,85 (3H, m), 2,99-3,22 (5H, m), 3,58-3,81 (6H, m), 4,19-4,36 (3H, m),
4,38-4,52 (2H, m), 5,17 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,25 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,43 (2H, s), 5,54-5,62 (1H, m), 6,55
(1H, s), 7,15-7,34 (8H, m), 7,41 (2H, t, J = 7,2 Hz), 7,66-7,75 (4H, m), 7,81 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,88 (2H, d, J
= 7,4 Hz), 8,01-8,06 (1H, m), 8,14 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,17-8,22 (1H, m), 8,25-8,30 (1H, m), 8,47 (1H, d,
J=8,6 Hz).

EM (APCI) m/z: 1232 (M+H)".

Procedimiento 2: (3S,128)-12-Bencil-3-{[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoillamino}-21-{[(15,95)-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]in-
dolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-4,7,10,13,16,21-hexaoxo-5,8,11,14,17-pentaazahenicosan-1-oato de terc-
butilo

El compuesto (0,800 g, 0,649 mmol) obtenido en el Procedimiento 1 anterior se disolvi en N,N-
dimetilformamida (3,00 ml), se cargé con piperidina (0,643 ml, 6,49 mmol) y se agité durante 1 hora. El
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disolvente se retir6 a sequedad a presiéon reducida y los residuos obtenidos se disolvieron en N,N-
dimetilformamida (10 ml). Después de afiadir hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (0,300 g, 0,974 mmol),
se agitd durante 20 horas. El disolvente se retir6 a presién reducida y los residuos obtenidos se purificaron por
cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 8 : 2 (v/v)] para producir el
compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,224 g, 29 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 0,87 (3H, t, J = 7,6 Hz), 1,15-1,22 (2H, m), 1,35 (9H, s), 1,44-1,47 (4H, m),
1,71-1,73 (2H, m), 1,80-1,91 (2H, m), 2,08 (2H, t, J = 7,6 Hz), 2,13-2,20 (4H, m), 2,40 (3H, s), 2,67 (1H, dt, J =
11,1, 4,8 Hz), 2,78 (1H, dd, J = 13,6, 9,4 Hz), 2,99-3,17 (6H, m), 3,31-3,36 (2H, m), 3,57-3,76 (6H, m), 4,45-
4,47 (1H, m), 4,57-4,60 (1H, m), 5,16 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,25 (1H, d, J = 18,7 Hz), 5,42 (2H, s), 5,55-5,60
(1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,15-7,27 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,70 (1H, t, J = 5,4 Hz), 7,80 (1H, d, J =
10,9 Hz), 7,99 (1H, t, J = ,7 Hz), 8,09-8,12 (3H, m), 8,25 (1H, t, J = 6,0 Hz), 8,45 (1H, d, J = 9,1 Hz).

EM (APCI) m/z: 1203 (M+H)".

Procedimiento 3: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]-L-alfa-aspartilglicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-
{[(18,98)-9-¢til-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}-4-oxobutil)glicinamida

El compuesto (0,224 g, 0,186 mmol) obtenido en el Procedimiento 2 anterior se hizo reaccionar de la misma
manera que el Procedimiento 2 del Ejemplo 1 para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de
color amarillo palido (21,2 mg, 10 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,13-1,21 (2H, m), 1,42-1,45 (6H, m), 1,70-1,72
(2H, m), 1,85-1,88 (2H, m), 2,06-2,20 (6H, m), 2,39 (3H, s), 2,63-2,67 (1H, m), 2,78-2,81 (1H, m), 3,04-3,12
(6H, m), 3,63-3,70 (6H, m), 4,46-4,52 (2H, m), 5,16 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,25 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,42 (2H, s),
5,65-5,58 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,18-7,23 (6H, m), 7,30 (1H, s), 7,71 (1H, t, J = 5,5 Hz), 7,79 (1H,
d, J =10,9 Hz), 7,99-8,02 (1H, m), 8,10-8,11 (3H, m), 8,27-8,30 (1H, m), 8,47-8,50 (1H, m).

EM (APCI) m/z: 1147 (M+H)".

Procedimiento 4: Conjugado de anticuerpo y farmaco (7)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedimiento 3 anterior,
el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el Procedimiento 6 del
Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 1,39 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,34 mg (83 %), y numero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 2sg = 7670, Ep 370 = 24800): 4.7.

Ejemplo 8 Conjugado de anticuerpo y farmaco (8)

[Compuesto quim. 39]
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Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (8)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1y el compuesto obtenido en el Procedimiento 3 anterior
del Ejemplo 7, el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el
5 Procedimiento 6 del Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 11,2 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 228,5 mg (91 %), y nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 20 = 7670, Ep 370 = 24800): 4.7.

Ejemplo 9 Conjugado de anticuerpo y farmaco (9)

10 [Compuesto quim. 40]
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Pracadimiento 1

Procedimiento 2 TR

............... -

Procedimiento 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanoillamino}etoxi)etoxilpropanoil}glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5- quoro 9-hidroxi-4-metil-
10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4".6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-4-
oxobutil)glicinamida

El compuesto (100 mg, 0,119 mmol) obtenido en el Procedimiento 4 anterior del Ejemplo 1 se hizo reaccionar
de la misma manera como en el Procedimiento 5 del Ejemplo 1 usando 3-(2-(2-(3-
maleinimidepropanamida)etoxi)etoxi)propanoato de N-succinimidilo (50,7 mg, 0,119 mmol) en lugar de
hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color
amarillo pélido (66,5 mg, 48 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 0,85 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,65-1,74 (2H, m), 1,77-1,90 (2H, m), 2,07-2,19
(4H, m), 2,30 (2H, t, J = 7,2 Hz), 2,33-2,36 (2H, m), 2,38 (3H, s), 2,76 (1H, dd, J = 13,7, 9,8 Hz), 2,96-3,18 (9H,
m), 3,42-3,44 (4H, m), 3,53-3,76 (10H, m), 4,43 (1H, td, J = 8,6, 4,7 Hz), 5,14 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,23 (1H, d,
J =18,8 Hz), 5,38 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,42 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,52-5,58 (1H, m), 6,52 (1H, s), 6,98 (2H, s),
7,12-7,17 (1H, m), 7,18-7,25 (4H, m), 7,29 (1H, s), 7,69 (1H, t, J = 5,5 Hz), 7,78 (1H, d, J = 11,3 Hz), 7,98-8,03
(2H, m), 8,11 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,16 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,23 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,44 (1H, d, J = 9,0 Hz). EM
(APCI) m/z: 1149 (M+H)*.

Procedimiento 2: Conjugado de anticuerpo y farmaco (9)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedimiento 1 anterior,
el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el Procedimiento 6 del
Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 2,08 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 18,7 mg (94 %), y numero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 20 = 4964, Ep 370 = 18982): 5.6.

Ejemplo 10 Conjugado de anticuerpo y farmaco (10)

[Compuesto quim. 41]
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Procedimiento 1

it

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (10)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1y el compuesto obtenido en el Procedimiento 1 anterior
del Ejemplo 9, el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el
5 Procedimiento 6 del Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 19,7 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 236,4 mg (95 %), y niumero medio de

moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como

coeficiente de absorcion molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 280 = 4964, Ep 370 = 18982): 6,2; y nUmero

medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun
10 F (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 20 = 4964): 6.4.

Ejemplo 11 Conjugado de anticuerpo y farmaco (11)

[Compuesto quim. 42]

Procedimiento 1 (§4.58.

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (11)

15 Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1y el compuesto obtenido en el Procedimiento 1 anterior
del Ejemplo 9, el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el
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Procedimiento 1 del Ejemplo 4.

Concentracién de anticuerpo: 0,88 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 5,28 mg (53 %), y numero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorciéon molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 280 = 4964, Ep 370 = 18982): 3,0; y nimero
medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun
F (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 20 = 4964): 3.3.

Ejemplo 12 Conjugado de anticuerpo y farmaco (12)

[Compuesto quim. 43]

Procedirmientn 3 Procedimenta 5

. .

Procedimianto 7

Procedimiento 1: ({N-[(9H-fluoren-9-iimetoxi)carbonillglicillamino)macetato de etilo

A una mezcla que contenia N-9-fluorenilmetoxicarbonilglicilglicina (4,33 g, 12,2 mmol), tetrahidrofurano
(120 ml) y tolueno (40,0 ml), se le afiadieron piridina (1,16 ml, 14,7 mmol) y tetraacetato de plomo (6,84 g,
14,7 mmol) y se sometié a reflujo calentandose durante 5 horas. Después de la solucidén de reaccion se enfrid
a temperatura ambiente, el material insoluble se retird por filtracién a través de Celite y el filtrado se concentré
a presién reducida. Los residuos obtenidos se disolvieron en acetato de etilo, se lavaron con agua y salmuera
saturada, y después, la capa organica se secé sobre sulfato de magnesio anhidro. Después del disolvente se
retird a presién reducida, los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice
[hexano : acetato de etilo = 9 : 1 (v/v) - acetato de etilo] para producir el compuesto del titulo en forma de un
sélido incoloro (3,00 g, 67 %).
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RMN H (400 MHz, CDCls) delta: 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).

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

A una solucién de tetrahidrofurano (40,0 ml) del compuesto (3,68 g, 10,0 mmol) obtenido en el Procedimiento
1 anterior y glicolato de bencilo (4,99 g, 30,0 mmol), se le afiadié terc-butdxido potasico (2,24 g, 20,0 mmol) a
0 °C y se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos. La solucién de reaccién se cargd con acetato de
etilo y agua a 0 °C y se extrajo con acetato de etilo y cloroformo. La capa orgénica obtenida se secé sobre
sulfato sédico y se filtr6. El disolvente se retir a presiéon reducida. Los residuos obtenidos se disolvieron en
dioxano (40,0 ml) y agua (10,0 ml), se cargaron con hidrogenocarbonato sédico (1,01 g, 12,0 mmol) y
cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (2,59 g, 10,0 mmol) y se agitaron a temperatura ambiente durante 2 horas. La
solucién de reaccién se cargé con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica obtenida se seco
sobre sulfato sédico y se filtrd. El disolvente se retird a presién reducida y los residuos obtenidos se purificaron
por cromatografia en columna sobre gel de silice [hexano : acetato de etilo = 100 : 0 (v/v) - 0: 100] para producir
el compuesto del titulo en forma de una sustancia oleosa incolora (1,88 g, 40 %). RMN 'H (400 MHz, CDCls)
delta: 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).

Procedimiento 3: acido [({N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicil}amino)metoxilacético

El compuesto (1,88 g, 3,96 mmol) obtenido en el Procedimiento 2 anterior se disolvié en etanol (40,0 ml) y
acetato de etilo (20,0 ml). Después de afiadir un catalizador de paladio sobre carbono (376 mg), se agité a
temperatura ambiente en agité en atmdsfera de hidrégeno durante 2 horas. El material insoluble se retiré por
filtracion a través de Celite, y el disolvente del filtrado se retir6 a presién reducida para producir el compuesto
del titulo en forma de un sélido incoloro (1,52 g, cuantitativo).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) delta: 3,62 (2H, d, J = 6,3 Hz), 3,97 (2H, s), 4,18-4,32 (3H, m), 4,60 (2H, d, J =
6,7 Hz), 7,29-7,46 (4H, m), 7,58 (1H, t, J = 5,9 Hz), 7,72 (2H, d, J = 7,4 Hz), 7,90 (2H, d, J = 7,4 Hz), 8,71 (1H,
t, J =6,5 Hz).

Procedimiento 4 9H-Fluoren-9-ilmetil(2-{[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4"6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-illamino}-2-
oxoetoxi)metillamino}-2-oxoetil)carbamato

En refrigeracién con hielo, a una solucién de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) de mesiltato 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 Procedimiento 3 anterior, se le afiadieron N,N-diisopropiletilamina (92,9 ul, 0,533 mmol) y N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (0,143 g, 0,693 mmol) y se agitaron a temperatura ambiente durante 3 dias. El
disolvente se retird a presion reducida y los residuos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna
sobre gel de silice [cloroformo - capa organica repartida de cloroformo : metanol: agua =7 : 3 : 1 (viv/v)] para
producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color pardo pélido (0,352 g, 82 %).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) delta: 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=6,3Hz), 7,66 (2H,d, J=7,4 Hz), 7,75 (1H,d, J = 11,0 Hz), 7,84 (2H, d, = 7,4 Hz), 8,47 (1H, d,
J=8,6Hz), 8,77 (1H, t, J = 6,7 Hz).

EM (IEN) m/z: 802 (M+H)".

Procedimiento 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-ilJlamino}-2-oxoetoxi)metil]glicinamida

A una solucién de N,N-dimetilformamida (11,0 ml) del compuesto (0,881 g, 1,10 mmol) obtenida en el
Procedimiento 4 anterior, se le afiadié piperidina (1,1 mmol) y se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas.
El disolvente se retir6 a presién reducida para producir una mezcla que contenia el compuesto del titulo. La
mezcla se usé para la siguiente reaccién sin purificacién adicional.

Procedimiento 6.  N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]glicilglicil-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-
blquinolin-1-ilJamino}-2-oxoetoxi)metil]glicinamida

En refrigeracién con hielo, a una solucién de N,N-dimetilformamida (50,0 ml) de la mezcla (0,439 mmol)
obtenida en el Procedimiento 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 al publico
n.° 2002-60351; 0,440 g, 0,878 mmol), se le afiadié N,N’-diciclohexilcarbodiimida (0,181 g, 0,878 mmol) y se
agitd a temperatura ambiente durante 4 dias. El disolvente se retiré a presion reducida y los residuos obtenidos
se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 9: 1 (viv)]
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para producir el compuesto del titulo en forma de un sélido de color naranja pélido (0,269 g, 58 %).
EM (IEN) m/z: 1063 (M+H)".

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

A una solucién de N,N-dimetilformamida (4,00 ml) del compuesto (0,269 g, 0,253 mmol) obtenida en el
Procedimiento 1 anterior, se le afiadié piperidina (0,251 ml, 2,53 mmol) y se agitd a temperatura ambiente
durante 2 horas. El disolvente se retir6 a presién reducida para producir una mezcla que contenia el compuesto
del titulo. La mezcla se usé para la siguiente reaccién sin purificacién adicional.

Procedimiento 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-ilJlamino}-2-oxoetoxi)metil]glicinamida

A una solucién de N,N-dimetilformamida (10,0 ml) del compuesto (0,253 mmol) obtenida en el Procedimiento
7 anterior, se le afiadié hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (0,156 g, 0,506 mmol) y se agitd a temperatura
ambiente durante 3 dias. El disolvente se retird a presiéon reducida y los residuos obtenidos se purificaron por
cromatografia en columna sobre gel de silice [cloroformo - cloroformo: metanol = 9 : 1 (v/v)] para producir el
compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,100 g, 38 %).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) delta: 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)".

Procedimiento 9: Conjugado de anticuerpo y farmaco (12)

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedimiento 8 anterior,
el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el Procedimiento 6 del
Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 2,11 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 19,0 mg (95 %), y numero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 2sg = 5178, Ep 370 = 20217): 4.9.

Ejemplo 13 Conjugado de anticuerpo y farmaco (13)

[Compuesto quim. 44]

Procedimiento 1 :
Ut-89 —

................. L

32
g

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (13)
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Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedimiento 8 anterior
del Ejemplo 12, el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que el
Procedimiento 6 del Ejemplo 1.

Concentracién de anticuerpo: 22,2 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 244,2 mg (98 %), y nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorciéon molar del engarce del farmaco, se usaron Ep s = 5178, Ep 370 = 20217): 6,2; y nUmero
medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun
F (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 2s0 = 5178): 7.0.

Ejemplo 14 Conjugado de anticuerpo y farmaco (14)

[Compuesto quim. 45]

Procedimiento 1

~~~~~~~~~~~~~~~ SN

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (14)

Reduccién del anticuerpo: El U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml reemplazando el medio con PBS6.0/EDTA usando el procedimiento
comun By el procedimiento comln C descritos en el Procedimiento de produccién 1. La solucién (1,00 ml) se
afiadidé a un tubo de polipropileno de 2,0 ml y se cargd con una solucién acuosa de TCEP 10 mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0160 ml; 2,4 equivalentes equivalentes por molécula de anticuerpo) y una
solucién acuosa 1 M de hidrogenofosfato dipotésico (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0150 ml). Después de confirmar
que la solucién tiene un pH de 7,0 +/- 0,1, el enlace disulfuro en la parte de bisagra del anticuerpo se redujo
incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacién entre anticuerpo y engarce de farmaco: Después de incubar la solucién en un bafio de agua a
15 °C durante 10 minutos, se afiadieron dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co. LLC; 0,0209 ml) y una solucién de
dimetilsulféxido (0,0315 ml; 5,0 equivalentes por molécula de anticuerpo) conteniendo 10 mM del compuesto
obtenido en el Procedimiento 8 del Ejemplo 12 anterior y se incubaron en un bafio de agua a 15 °C durante 60
minutos para conjugar el engarce del farmaco con el anticuerpo. A continuacién, se afiadié a la misma una
solucién acuosa (0,0050 ml) de NAC 100 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) y se agité usando un rotador de tubo
(MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) a temperatura ambiente durante otros 20 minutos para terminar
la reaccién del engarce del farmaco.

De acuerdo con los mismos procedimientos de purificacion y caracterizaciones fisicoquimicas como el
Procedimiento 6 del Ejemplo 1, se obtuvieron los siguientes valores caracteristicos.

Concentracién de anticuerpo: 1,46 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 8,76 mg (88 %), y numero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 20 = 51 78, Ep 370 = 20217): 2,5; y nUmero
medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun
F (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep 2sg = 5178): 2.9.

Ejemplo 15 Conjugado de anticuerpo y farmaco (15)
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[Compuesto quim. 46]

Prosedimients 1
P -BG i

[EPTPPTITRTRRPRRY

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (15)

Reduccién del anticuerpo: El U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml reemplazando el medio con PBS6.0/EDTA usando el procedimiento
comun B y el procedimiento comun C descritos en el Procedimiento de produccién 1. La solucién (100 ml) se
afladié a un matraz Erlenmeyer de policarbonato de 250 ml y se cargdé con una solucién acuosa 1M de
hidrogenofosfato dipotasico (1,70 ml) y después una solucién acuosa de TCEP 10 mM (4,010 ml; 6,0
equivalentes por molécula de anticuerpo) a temperatura ambiente con agitacién usando un agitador magnético.
Después de confirmar que la solucién tiene un pH de 7,0 +/-0,1, se detuvo la agitaciéon y se redujo el enlace
disulfuro en la parte de bisagra del anticuerpo incubando a 37 °C durante 1 hora.

Conjugacién entre anticuerpo y engarce de farmaco: Después de enfriar la solucién anterior a 15 °C, se afiadié
gradualmente con agitacién una solucién de DMSO (6,684 ml; 10,0 equivalentes por molécula de anticuerpo)
que contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Procedimiento 8 anterior del Ejemplo 12. La mezcla se agit6é
a 15 °C durante los primeros 30 minutos y, después de detener la agitacién, se incubé durante otra hora para
conjugar el engarce del farmaco con el anticuerpo. A continuacién, se le afiadié una solucién acuosa (0,862 ml;
12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM con agitacién y se incubd a temperatura
ambiente durante 20 minutos para terminar la reaccidén del engarce de farmaco sin reaccionar.

Purificacién: Se afiadieron gradualmente a la solucién una solucién acuosa de acido acético al 20 %
(aproximadamente 0,6 ml) y ABS (100 ml) con agitacién para ajustar el pH de la solucién a 5,5 +/-0,1. Esta
solucién se sometié a microfiltracién (Millipore Corp. Millex-HV, 0,45 pm, membrana de PVDF) para retirar la
materia de color blanquecino. Esta solucién se sometié a purificacion por ultrafiltraciéon usando un aparato de
ultrafiltracién constituido por una membrana de ultrafiltracién (Merck Japan, Ltd., Pellicon XL Cassette, Biomax
50 KDa), una bomba de tubo (Cole-Parmer International, EE.UU., bomba MasterFlex modelo 77521-40, cabezal
de bomba modelo 7518-00) y un tubo (Cole-Parmer International, EE.UU., MasterFlex tube L/S186).
Especificamente, mediante la adicién de ABS gota a gota (un total de 1600 ml) como solucién tampén para
purificacién a la solucién de reaccién mientras se realiza la purificaciéon por ultrafiltracién, se retiraron los
engarces de farmacos no conjugados y otros reactivos de bajo peso molecular mientras que la solucién tampén
se reemplaz6é con ABS y ademas se concentré la solucién. La solucién purificada obtenida se sometid a
microfiltracién (0,22 um (Millipore Corp. Millex-GV, membrana PVDF) para producir 37,5 ml de una solucién
que contenia el conjugado de farmaco y anticuerpo del titulo.

Concentracién de anticuerpo: 26,5 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 993,0 mg (90 %), nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep2g0 = 5178 y Ep 370 = 20217): 6,3, y nimero
medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun
F (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usé Ep os0 = 5178): 7.3.

Ejemplo 16a Conjugado de anticuerpo y farmaco (16a)

[Compuesto quim. 47]

113



10

15

20

25

ES 3009 871 T3

Procedimiento 1
Ut-89—

.4

Procedimiento 1: Conjugado de anticuerpo y farmaco (16a)

Reduccién del anticuerpo: El U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml reemplazando el medio con PBS6.0/EDTA usando el procedimiento
comun B y el procedimiento comun C descritos en el Procedimiento de produccién 1. La solucién (15 ml) se
afiadié a un contenedor de 50 ml de tereftalato de polietileno y se cargd con una solucién acuosa 1 M de
hidrogenofosfato dipotasico (0,255 ml) y después una solucién acuosa de TCEP 10 mM (0,601 ml; 6,0
equivalentes por molécula de anticuerpo) a temperatura ambiente con agitacién usando un agitador magnético.
Después de confirmar que la solucién tiene un pH de 7,0 +/- 0,1, el enlace disulfuro en la parte de bisagra del
anticuerpo se redujo incubando a 37 °C durante 2 horas.

Conjugacién entre anticuerpo y engarce de farmaco: Después de enfriar la solucién anterior a 15 °C, se afiadié
gradualmente con agitacién una solucién de DMSO (1,002 ml; 10,0 equivalentes por molécula de anticuerpo)
que contenia 10 mM del compuesto obtenido en el Procedimiento 8 anterior del Ejemplo 12. La mezcla se agit6é
a 15 °C durante 30 minutos para conjugar el engarce del farmaco con el anticuerpo. A continuacién, se le afiadié
una solucién acuosa (0,129 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM con agitacién
y se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos para terminar la reaccién del engarce de farmaco sin
reaccionar. De acuerdo con los mismos procedimientos de purificacién y caracterizaciones fisicoquimicas como
el Procedimiento 6 del Ejemplo 1, se obtuvieron las siguientes caracteristicas.

Concentracién de anticuerpo: 2,36 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 140 mg (59,5 ml) (94 %), nUmero medio
de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun E
(como coeficiente de absorcidn molar del engarce del farmaco, se usaron Epogo = 5178 y Ep 370 = 20217): 6,4,
y numero medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el
Procedimiento comin F (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usé Ep 20 = 5178):
7.7.

Ejemplo 16b Conjugado de anticuerpo y farmaco (16b)
[Compuesto quim. 48]
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Procedimiento 1
-89

AAAAAAAA & 8
Reduccién del anticuerpo: El U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1 se preparé para tener una
concentracion de anticuerpo de 10 mg/ml reemplazando el medio con PBS6.0/EDTA usando el procedimiento
comun By el procedimiento comun C descritos en el Procedimiento de produccién 1. La solucidén (900 ml) se
afladié a un matraz Erlenmeyer de policarbonato de 2000 ml y se cargé con una solucién acuosa 1 M de
hidrogenofosfato dipotéasico (15,3 ml) y después una solucién acuosa de TCEP 10mM (36,1 ml; 6,0
equivalentes por molécula de anticuerpo) a temperatura ambiente con agitacién usando un agitador magnético.
Después de confirmar que la solucién tiene un pH de 7,0 +/-0,1, se detuvo la agitaciéon y se redujo el enlace
disulfuro en la parte de bisagra del anticuerpo incubando a 37 °C durante 2 horas.

Conjugacién entre anticuerpo y engarce de farmaco: Después de enfriar la solucién anterior a 15 °C, se afiadié
gradualmente con agitacién una solucién de DMSO (60,16 ml; 10,0 equivalentes por molécula de anticuerpo)
que contenia 10 mM del compuesto obtenido a partir del Procedimiento 8 anterior del Ejemplo 12. La mezcla
se agité a 15 °C durante 30 minutos para conjugar el engarce del farmaco con el anticuerpo. A continuacién,
se le afiadi6é una solucién acuosa (7,76 ml; 12,9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM con
agitacién y se incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos para terminar la reaccién del engarce de
farmaco sin reaccionar.

Purificacién: Se afiadieron gradualmente a la solucién una solucién acuosa de acido acético al 20 %
(aproximadamente 5 ml) y ABS (1000 ml) con agitaciéon para ajustar el pH de la solucién a 5,5 +/-0,1. Esta
solucién se sometié a microfiltracién (Millipore Corp. Stericup, 0,45 ym, membrana de PVDF) para retirar la
materia de color blanquecino. Esta solucién se sometié a purificacion por ultrafiltraciéon usando un aparato de
ultrafiltracién constituido por una membrana de ultrafiltracién (Merck Japan, Ltd., Pellicon 2 mini cassette,
Ultracel 30 KDa, 0,1 m?), una bomba de tubo (Cole-Parmer International, EE.UU., bomba MasterFlex modelo
7528-20, cabezal de bomba modelo 77800-62) y un tubo (Cole-Parmer International, EE.UU., tubos MasterFlex
L/S24 y 25). Especificamente, mediante la adicién de ABS gota a gota (un total de 16 1) como solucidén tampén
para purificacién a la solucién de reaccién mientras se realiza la purificacion por ultrafiltracién, se retiraron los
engarces de farmacos no conjugados y otros reactivos de bajo peso molecular mientras que la solucién tampén
se reemplazé con ABS y ademas se concentré la solucién para producir aproximadamente 500 ml de una
solucién que contenia el conjugado de anticuerpo y farmaco.

Concentracion de anticuerpo: 19,66 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9830 mg (109 %), y nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del formaco, se usaron Ep2sg = 51 78 y Ep 370 = 20217): 6.5.

Ejemplo 16c Conjugado de anticuerpo y farmaco (16c)

[Compuesto quim. 49]
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.................. oy

Usando U1-59 producido en el Ejemplo de referencia 1y el compuesto obtenido en el Procedimiento 8 anterior
del Ejemplo 12, el conjugado de anticuerpo y farmaco del titulo se obtuvo de la misma manera que en el Ejemplo
16b.

Concentracién de anticuerpo: 16,21 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 9726 mg (600 ml, 108 %), y namero
medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun
E (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep2so = 51 78 y Epszg = 20217):
6.5.

Ejemplo 16d Conjugado de anticuerpo y farmaco (16d)

[Compuesto quim. 50]

Procedimiento 1

e

Los conjugados de anticuerpo y farmaco (16a), (16b) y (16¢) producidos en los Ejemplos 16a, 16b y 16c,
respectivamente, se mezclaron (un total de aproximadamente 18 g) y se sometieron adicionalmente a
ultrafiltracién de la misma manera que en el Ejemplo. 16b (se usaron 11| de ABS). La solucién purificada
obtenida se sometid a microfiltracién (Millipore Corp. Stericup, 0,45 pmy 0,22 ym, membrana de PVDF) para
producir 745 ml de una solucién que contenia el conjugado de farmaco y anticuerpo del titulo. Afadiendo 110 ml
mas de ABS, se obtuvieron 855 ml de una solucién que contenia el conjugado de anticuerpo y farmaco del
titulo.
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Concentraciéon de anticuerpo: 20,0 mg/ml, rendimiento de anticuerpo: 17,1 g (94 %), nimero medio de
moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comuin E (como
coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usaron Ep g0 = 5178 y Ep 370 = 20217): 6,5, y nimero
medio de moléculas de farmaco conjugado (n) por molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento comun
F (como coeficiente de absorcién molar del engarce del farmaco, se usé Ep os0 = 5178): 7.8.

Ejemplo de prueba 1 Afinidad de unién de HER3 del conjugado anticuerpo-farmaco en comparacién
con U1-59

Procedimiento:

Se cultivé una linea celular de céncer de mama humano HCC1569 (CRL-2330) de ATCC en un medio
RPMI1640 (adquirido de Invitrogen Corp., que contenia seroalblimina bovina al 10 % (fabricado por Invitrogen
Corp.) y L-glutamina 2 mM (fabricado por Invitrogen Corp.)). Las células se disociaron de la placa de cultivo
usando ACCUTASE® SOLUTION (Millipore Corp., SCR005) o EDTA (5 mM, solucién salina tamponada con
fosfato (PBS, cloruro sédico 137 mM, cloruro potasico 2,7 mM, dihidrogenofosfato potasico 1,47 mM e
hidrogenofosfato sédico 10,5 mM)), y se mididé el nimero de células vivas mediante tratamiento con azul de
tripan. Se inocularon el mismo numero de células suspendidas en un tampén de clasificacién de células
activadas por fluorescencia (FACS) (PBS que contenia FBS al 3 % y azida sédica al 0,004 %) en placas de
fondo en U de 96 pocillos, y las células se precipitaron por centrifugaciéon y se suspendieron en 100 ul de un
anticuerpo enfriado con hielo o una dilucién de conjugado anticuerpo-farmaco o tampén FACS.

El anticuerpo o cada conjugado anticuerpo-farmaco se diluyd en serie en una proporciéon de 1/3 con un tampén
FACS y se ajustd de 30 ug/ml a 5 ng/ml (200 nM a 0,03 nM). Las células tratadas con un tampén FACS sin la
adicién de un anticuerpo primario se usaron como un grupo control.

U1-59, el conjugado anticuerpo-farmaco (3), el conjugado anticuerpo-farmaco (10) o el conjugado anticuerpo-
farmaco (13) se evaluaron como el anticuerpo o los conjugados anticuerpo-farmaco.

Las células de cada grupo se hicieron reaccionar con una dilucién de anticuerpo primario durante 45 minutos
en hielo y después se lavaron con un tampdn FACS. Ademés, se afiadieron a la misma 100 ul de un tampén
FACS o una solucién de reaccién de un anticuerpo secundario diluido 1/100 (anticuerpo antihumano acoplado
a ficoeritrina (PE), Dianova GmbH n.° 709-116-149). Las células se trataron durante 45 minutos en hielo en la
oscuridad y después se lavaron con un tampén FACS, y las células muertas se excluyeron usando un tampén
FACS o un tampén FACS suplementado con 7-aminoactinomicina D (7AAD, Sigma-Aldrich Co. LLC, n.° A9400,
1,1 ug/ml).

Las sefiales de fluorescencia de células vivas se evaluaron usando un citémetro de flujo Accuri C6 (BD
Biosciences/Accuri® Cytometers Inc., niUmero de serie 1424) y el software CFlow (CFlow sampler Versién
1.0.264.13).

Para la correccién de sefiales derivadas de PE y 7-AAD, se evaluaron las sefiales de fluorescencia de U1-59
(30 ug/ml) y las células tefiidas con el anticuerpo secundario marcado con PE o 7-AAD.

Para cuantificar las sefiales de fluorescencia especificas de U1-59 en las células, se usaron los valores
obtenidos por sustraccion de las sefiales de FL-2 de las células tratadas solo con el anticuerpo secundario o 7-
AAD. La afinidad de unién en equilibrio (KD) y la fuerza de unién maxima (Bmax) se calcularon usando el
software GraphPad Prism (versién 5.04 para Windows® (unién especifica de un sitio)).

Los resultados se muestran en la Figura 3 y la Tabla 1. La Figura 3 y la Tabla 1 muestran la intensidad de
fluorescencia media de HCC1569 tratado con diluciones en serie de U1-59 o cada conjugado de anticuerpo-
farmaco. La afinidad de unién de equilibrio KD y la fuerza de unién maxima Bmax se calcularon usando el
software GraphPad Prism.

Tabla 1]

Conjugado de anticuerpo-

Conjugado de anticuerpo-

Conjugado de anticuerpo-

U1-59 farmaco (3) farmaco (10) farmaco (13)
Bmax 31830 |28981 28841 28415
Kd (nM) [ 1,672 [1,653 1,554 2,757

El conjugado anticuerpo-farmaco (3) o el conjugado anticuerpo-farmaco (10) exhibié una afinidad de unién
promedio KD por HCC-1569 equivalente a KD del anticuerpo anti-HER3 no conjugado U1-59. El conjugado
anticuerpo-farmaco (13) también exhibié una afinidad de unién promedio KD equivalente a KD del anticuerpo
anti-HER3 no conjugado U1-59 (2,7 nM frente a 1,6 nM). Los valores de KD de los diferentes conjugados
anticuerpo-farmaco sugirieron que los procedimientos de conjugacién anticuerpo-farmaco no alteran

117



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3009 871 T3

significativamente la afinidad de unién de U1-59.

Ejemplo de Prueba 2 Inhibicion de la sefial de HER3 mediante conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3
Procedimiento:

Se disocié una linea celular de cancer de pulmén humano A549 (CRS-300114) de Cell Lines Service mediante
tratamiento con tripsina y se inocularon 50.000 células vivas en 3 ml de DMEM/F12 (Invitrogen Corp., n.° 21331-
020) FBS al 10 % (Invitrogen Corp., n.° 10270-106) en cada uno de los 6 pocillos. Después de cultivar las
células durante 3 dias, el medio se reemplazé con 2 ml de un medio nuevo.

El anticuerpo o cada conjugado anticuerpo-farmaco se afiadi6é directamente a 2 ml de un medio en cada uno
de los 6 pocillos de tal manera que la concentracién final fuera de 10 ug/ml (se afiadieron 20 ul de una solucién
madre de 1 ug/ul de anticuerpo o conjugado anticuerpo-farmaco).

U1-59, el conjugado anticuerpo-farmaco (3), el conjugado anticuerpo-farmaco (10) o el conjugado anticuerpo-
farmaco (13) se usaron como el anticuerpo o el conjugado anticuerpo-farmaco. Se usd un grupo no tratado
como control.

Las células se cultivaron durante 2 dias, se lavaron una vez con PBS y se trataron con 100 ul de un tampén
enfriado con hielo (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico (HEPES) 50 mM, pH 7,5, cloruro sédico
150 mM, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, glicerina al 12,5 %, Triton X-100 al 1 % y pirofosfato
sédico tetrabasico 10 mM suplementado con inhibidores de proteinasa (Roche Diagnostics, Inc., n.° 11697 498
001), fluoruro sédico 10 mM, vanadato sdédico 1 mM, fluoruro de fenil-metanosulfonilo (PMSF) 1 mM vy
aprotinina 10 ug/ml (Sigma-Aldrich Co. LLC, A1153)) durante 30 minutos a 4 °C para la lisis. El lisado se lavd
durante 20 minutos a 13000 rpm a 4 °C y el sobrenadante se usd en la medicién de la concentracion de
proteinas mediante el ensayo de Bradford (Sigma-Aldrich Co. LLC, n.° B6916, el patrén de BSA era de Thermo
Fisher Scientific Inc., n.° 23209). A cada muestra (cantidad de proteinas: 120 ug), se afiadié una concentracién
4 veces mayor de un tampén LDS (Invitrogen Corp., que contiene DTT (concentracién final: 166,67 mM)) y
finalmente se ajustd su volumen a 40 ul con agua. La muestra se hirvié durante 10 minutos a 70 °C y se afiadié
a pocillos de gel NuPage Mini Bis-Tris (4 % - 12 %, 1,5 mm de espesor, 10 ranuras/gel, Invitrogen Corp.). Como
patrones de proteinas, se afiadieron 7,5 ul de sharp ladder Novex® (Invitrogen Corp., PIN 57318). La muestra
se someti6 a electroforesis durante 70 minutos a 175 V con 1 x tampén de ejecucién MOPS (Invitrogen Corp.)
que contenia antioxidante NuPage (Invitrogen Corp., NP0O0OS, Lote 1356629 afiadido a la cdmara interna. Las
proteinas separadas por electroforesis en gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare
Life Sciences) que tenia un tamafio de poro de 0,45 um usando tampén de transferencia NuPage (Invitrogen
Corp.) que contenia metanol al 10 % y antioxidante NuPage (Invitrogen Corp., NP0O005, Lote 1356629, dilucién
1:1000). Las proteinas se transfirieron durante 80 minutos a un volumen constante de 30 V.

Se corté la membrana de transferencia, se separé en fracciones de 100 kDa o méas y de 30 a 100 kDa, se
lavaron dos veces con PBS que contenia Tween-20 al 0,1 % y se bloquearon agitando durante 1 hora a
temperatura ambiente usando la solucidén de bloqueo Odyssey (LI-COR, Inc., n.° 927-40000). La membrana de
transferencia bloqueada de esta manera se traté durante la noche a 4 °C con una solucién de un anticuerpo
primario diluido (mezcla de solucién de bloqueo Odyssey y PBS en cantidades iguales).

Un anticuerpo anti-HER3 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., SC-81455, dilucién 1:500) y un anticuerpo anti-HER
fosforilado (Cell Signaling Technology, Inc., n.° 4791, 1:1000) se usaron como el anticuerpo primario, y un
anticuerpo anti-actina (Neomarkers, n.° MS1295, dilucién 1:3333) se usb como un control de electroforesis.

La membrana de transferencia se lavd tres veces (5 minutos para cada una) con PBS que contenia Tween-20
al 0,1 % y se hizo reaccionar con una dilucién que contenia un anticuerpo secundario (mezcla de solucién de
bloqueo Odyssey y PBS en cantidades iguales) durante 1 hora a temperatura ambiente en un cuarto oscuro.

Cabra anti-ratén IRDye 680RD (LI-COR, Inc., n.° 926-68070, dilucién 1:25000) o cabra anti conejo IR Dye
800CW (LI-COR, Inc., n.? 926-32211, dilucién 1:10000) se us6é como el anticuerpo secundario. La membrana
de transferencia se lavé tres veces (6 minutos para cada una) con PBS que contenia Tween-20 al 0,1%,
seguido de la deteccién de la sefial mediante el generador de imagenes infrarrojas Odyssey (LI-COR, Inc.).

Los resultados se muestran en la Figura 4. Las células A549 se cultivaron durante 2 dias con U1-59 o
conjugados de anticuerpo-farmaco diferentes. Se evalué HER3 o HERS3 fosforilado mediante transferencia
Western. Se detect6 pan-Actina como un control de electroforesis.

Como resultado de cultivar A549 durante 2 dias con U1-59 10 ug/ml o conjugado anticuerpo-farmaco, la
fosforilacién de HER3 se redujo en comparacién con las células no tratadas. Esta reduccién en la fosforilacién
de HERS fue equivalente entre U1-59 y el conjugado anticuerpo-farmaco, sugiriendo que una pluralidad de
procedimientos de conjugacién de farmacos no dafiaban la funcién inhibidora de la sefial de HER3 derivada de
U1-59.

Cuando A549 se traté con U1-59 o con cada conjugado anticuerpo-farmaco durante 2 dias, también se observé
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una reduccién en la expresion de HER3 en comparacidn con las células no tratadas. El grado de esta reduccién
en la expresién fue equivalente entre U1-59 y el conjugado anticuerpo-farmaco. Esto sugiere que una pluralidad
de procedimientos de conjugacidén de farmacos no perjudicaron la internalizacion mediada por U1-59 (véase el
Ejemplo de prueba con respecto a la internalizacién) y la regulacién negativa de HER inducida por U1-59 (véase
el Ejemplo de prueba con respecto a la inhibicién de la sefial).

Ejemplo de prueba 3 Reduccién en la expresién de HER3 en la superficie celular por U1-59 y el
conjugado anticuerpo-farmaco

Procedimiento:

La internalizacién de HER3 por U1-59 y cada conjugado de anticuerpo-farmaco se evalué mediante citometria
de flujo. Se suspendieron 70.000 células vivas de HCC1569 (de ATCC) en 0,5 ml de RPMI1640 (Invitrogen
Corp., n.° 31870-025) (que contiene FBS al 10 % (Invitrogen Corp., n.° 10270-106 o PAN Biotech GmbH, n.°
1505-P131304) y glutamina 2 mM (Invitrogen Corp., n.° 25030-024)) y se inocularon en cada pocillo de una
placa de 24 pocillos. Las células se cultivaron durante 4 dias y el medio se reemplazé con 0,5 ml de un medio
nuevo antes del inicio de la prueba de internalizacién. Se afiadieron 5 ug del anticuerpo o de cada conjugado
anticuerpo-farmaco a 0,5 ml en cada pocillo de la placa de 24 pocillos de tal manera que la concentracién final
fuera de 10 ug/ml. Las células se cultivaron durante 1 hora a 37 °C en presencia del anticuerpo o del conjugado
anticuerpo-farmaco. U1-59, el conjugado anticuerpo-farmaco (3), el conjugado anticuerpo-farmaco (10) o el
conjugado anticuerpo-farmaco (13) se usaron como el anticuerpo o el conjugado anticuerpo-farmaco. Las
células como un control positivo o un control negativo no se trataron en algunos procedimientos.

Para el anélisis de citometria de flujo, las células se lavaron una vez con PBS y se disociaron de la placa usando
EDTA 5 mM (100 ul/pocillo) disueltas en ACCUTASE® SOLUTION (Millipore Corp., SCR005) o PBS. Las
células se suspendieron en 200 ul de un tampdn FACS enfriado con hielo (PBS que contenia FBS al 3% vy
azida sbdica al 0,004 %), después se afiadié a cada pocillo de una placa de fondo en U de 96 pocillos y se dej6é
en hielo. Las células se lavaron una vez con un tampén FACS. A cada muestra, se afiadieron 100 ul de U1-59
(10 ug/ml) diluido con un tampén FACS o solo un tampén FACS. Las células se trataron durante 45 minutos
con agitacién en hielo y después se lavaron con un tampén FACS, y 100 ul de un anticuerpo secundario anti-
anticuerpo humano marcado con PE (Dianova GmbH, 709-116-149) se disolvieron en una proporciéon de 1:100
en un tampén FACS, o solo se afiadié un tampdn FACS a cada pocillo. Las células se trataron durante
45 minutos en una habitacién oscura con agitacién sobre hielo. Las células se lavaron con un tampén FACS y
se trataron con un tampén FACS o un tampdn FACS que contenia 7AAD (Sigma-Aldrich Co. LLC, A9400,
1,1 ug a 1,25 ug/ml) para tefiir células muertas. Las sefiales de fluorescencia de las células vivas se midieron
usando un citémetro de flujo Accuri C6. Para la correccién de sefiales PE y 7-AAD, se usaron U1-59 (10 ug/ml)
y células tefiidas Unicamente con el anticuerpo secundario marcado con PE o 7-AAD.

Para cuantificar sefiales especificas de HERS3, los valores de las células tefiidas sélo con el anticuerpo
secundario o 7-AAD se restaron de los valores de FL-2 de las células tefiidas con el anticuerpo primario y el
anticuerpo secundario, y 7-AAD adicional.

Cuando las sefiales FL-2 de las células no tratadas con U1-59 o el conjugado anticuerpo-farmaco (sin
internalizacién) se definieron como el valor maximo, se calculé la reduccién de HER3 (internalizacién) en la
superficie de las células tratadas con U1-59 o el conjugado anticuerpo-farmaco a 37 °C.

Se usé un valor promedio calculado de 2 a 3 pocillos para el control positivo (sin tratamiento a 37 °C)y el control
negativo (sin la adicién del anticuerpo primario) y se cuantificé la internalizacién en los pocillos de cada grupo
de tratamiento.

Los resultados se muestran en la Figura 5. Este diagrama muestra un valor promedio de reduccién en la
expresion de HER3 en la superficie de las células HCC 1569 tratadas con U1-59 o cada conjugado anticuerpo-
farmaco (37 °C, 1 h). La expresién de HER3 de un grupo sin la adicién de U1-59 o el conjugado anticuerpo-
farmaco se definié como el valor maximo de expresién de HERS3 en las células. Los valores de los grupos
tratados solo con el anticuerpo secundario o 7-AAD se usaron como fondo. Los grupos tratados con U1-59 o
cada conjugado anticuerpo-farmaco durante 1 hora se usaron como grupos de tratamiento. Los valores de FL-
2 fueron casi los mismos entre U1-59 y el conjugado anticuerpo-farmaco.

La reduccién de la fluorescencia generada causada por el tratamiento de HCC-1569 con U1-59 o cada
conjugado anticuerpo-farmaco indica una reduccién en la expresién de HER3. En comparacién con
aproximadamente el 50 % de reduccién en la expresién de HER3 por U1-59, la reduccién en la expresién de
HER3 por cada conjugado anticuerpo-farmaco también exhibié un valor equivalente o superior a este,
sugiriendo que los procedimientos de conjugaciéon de farmacos del anticuerpo no dafiaron la funcién de
internalizaciéon de HERS3 del anticuerpo.

Ejemplo de prueba 4 Inhibicién de la sefial mitogénica o de supervivencia in vitro por conjugado
anticuerpo-farmaco HER3 en la linea celular de cancer humano
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Procedimiento:

La actividad inhibitoria de cada conjugado anticuerpo-farmaco HER3 contra sefiales mitégenas o de
supervivencia se midié6 en presencia de FBS al 10 %. El crecimiento y desarrollo de las células se evalud
midiendo la actividad de adenosin trifosfato (ATP) en grupos no tratados y tratados con conjugado anticuerpo-
farmaco. Lineas celulares de céncer adherentes (linea celular de cancer de mama humano HCC1569 (CRL-
2330) de ATCC, la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-453 (CLB-22) de ATCC y la linea celular
de cancer colorrectal humano HT-29 (CPQ-57) de ProQinase GmbH) se cultivaron en sistemas de cultivo 2D y
las lineas celulares de cancer flotantes(no adherentes) (linea de células de melanoma humano A375 (CRL-
1619) de ATCC y linea de células de cancer de pulmén humano A549 (CRS-300114) de Cell Lines Service) se
cultivaron en sistemas de cultivo 3D.

Tratamiento de la célula adherente

Cada linea de células cancerosas se suspendié en 100 ul de cada medio a baja densidad (500 células/pocillo
para HT-29, 800 células/pocillo para MDA-MB-453 y 1000 células/pocillo para HCC-1569) y se inoculé en una
Placa de fondo 6ptico de 96 micropocillos (Thermo Fisher Scientific Inc./Nunc, n.° 1653086, de pared blanca y
fondo transparente). En cuanto a HCC-1569 y MDA-MB-453, las células se cultivaron en un medio RPMI1640
(Invitrogen Corp., 31870-025) que contenia FBS al 10 % (Invitrogen Corp., 10270-106) y glutamina 2 mM
(Invitrogen Corp., 25030-024). En cuanto a HT-29, las células se cultivaron en un medio McCoy 5A (Invitrogen
Corp., 26600-023) que contenia FBS al 10 % (Invitrogen Corp., 10270-106) y glutamina 2 mM (Invitrogen Corp.,
25030-024). Los pocillos del borde de cada placa se llenaron con 100 ul de un medio.

Las células se cultivaron durante 3 dias y el medio se reemplazd con 95 ul de un medio nuevo antes del
tratamiento con conjugado anticuerpo-farmaco.

Se usaron el conjugado anticuerpo-farmaco (3), el conjugado anticuerpo-farmaco (10) y el conjugado
anticuerpo-farmaco (13). Se establecié un grupo sin tratar como control para medir el crecimiento celular
normal.

Al afiadir 5 ul de cada conjugado anticuerpo-farmaco concentrado en una concentraciéon de 20 veces a 95 ul
de un medio de cultivo (FBS al 10 %) contenido en cada pocillo de la placa de 96 pocillos, se establecid la
concentracién final. Solo se afiadieron 5 ul de un medio a cada pocillo de control. La prueba se realizé por
triplicado por muestra.

Para calcular la concentracién del conjugado anticuerpo-farmaco a la que se redujo en un 50 % el crecimiento
o la supervivencia de las células, las concentraciones del conjugado anticuerpo-farmaco se prepararon
mediante diluciones de 4 veces (10 ug/ml a 0,15 ng/ml 0 40 ug/ml a 0,15 ng/ml), y las células se trataron con
estas concentraciones del conjugado anticuerpo-farmaco y se compararon con el grupo no tratado en términos
de actividad de ATP. La evaluacién se llevé a cabo mediante un cultivo de 5 dias de HT-29 y un cultivo de
7 dias de HCC-1569 y MDA-MB-453, asi suplementado con el conjugado anticuerpo-farmaco. Se usé el ensayo
de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo® para evaluar la actividad del conjugado anticuerpo-farmaco.
Este procedimiento implica medir las células vivas que tienen actividad metabdlica sobre la base de la actividad
de ATP vy, finalmente, estimar el nUmero de células vivas y utilizar CellTiter-Glo® Luminescent Cell (Promega
KK, G7573) como kit.

Se afiadieron 100 ul de reactivo CellTiter-Glo® a cada pocillo de la placa de 96 pocillos y se almacenaron
durante 25 minutos a 65 minutos a temperatura ambiente en una habitacién oscura antes de la medicién con
el contador de multiples etiquetas Wallac Victor2 1420 (programa de luminiscencia, tiempo de medicién: 0,5 s).
Los pocillos que contenian solo una solucién de cultivo sin la inoculacién de las células se ensayaron como
blancos. Para medir la reduccién de la actividad de ATP, se calculé un valor de luminiscencia promedio de
3 pocillos bajo cada condicién (Microsoft Excel 2010). Para retirar las sefiales independientes de células, el
valor promedio de luminiscencia de los blancos se resté del valor medio de luminiscencia de las células tratadas
con el conjugado anticuerpo-farmaco (Microsoft Excel 2010). La tasa de reduccidn (%) de la luminiscencia se
calculé comparandola con las células del grupo no tratado (Microsoft Excel 2010). Este valor se interpreté como
la tasa de inhibicién (%) del crecimiento o supervivencia celular.

Tratamiento de células flotantes

Dado que A375 y A549 tienen una tasa de crecimiento mas rapida que la de otras lineas celulares, la medicién
del crecimiento se llevé a cabo en sistemas de cultivo 3D no adherentes.

Cada linea de células cancerosas se suspendié en 75 ul de cada medio a baja densidad (500 células/pocillo
para A375 y 1500 células/pocillo para A549) y se inoculé en una placa de cultivo 3D no adherente de fondo
redondo de 96 pocillos (Prime Surface 96U; Sumitomo Bakelite Co, Ltd.; n.° de pedido. MS-9096U). En cuanto
a A375, las células se cultivaron en un medio DMEM (Invitrogen Corp., 41965-039) que contenia FBS al 10 %
(Invitrogen Corp., 10270-106) y glutamina 2 mM (Invitrogen Corp., 25030-024). En cuanto a A549, las células
se cultivaron en un medio DMEM/F12 (Invitrogen Corp., 21331-020) que contenia FBS al 10 % (Invitrogen

120



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3009 871 T3

Corp., 10270-108) y glutamina 2 mM (Invitrogen Corp., 25030-024). Los pocillos del borde de cada placa se
llenaron con 150 ul de un medio. Las células se cultivaron durante 3 dias y la dosis final se ajusté a 142,5 ul o
150 ul afladiendo 67,5 o 75 ul de un medio nuevo antes de la adicién del conjugado anticuerpo-farmaco. Se
usaron el conjugado anticuerpo-farmaco (3), el conjugado anticuerpo-farmaco (10) y el conjugado anticuerpo-
farmaco (13). Se establecié un grupo sin tratar como control para medir el crecimiento celular normal.

Al afiadir 7,5 u 8 ul de cada conjugado anticuerpo-farmaco concentrado en una concentraciéon de 20 veces a
142,5 0 150 ul de un medio de cultivo (FBS al 10 %) contenido en cada pocillo de la placa de 96 pocillos, se
establecié la concentracién final. La dosis final se ajustd a 150 ul o 158 ul. Solo se afiadieron 7,5 u 8 ul de un
medio a cada pocillo de control. La prueba se realiz6 por triplicado por muestra.

Para calcular la concentracién del conjugado anticuerpo-farmaco a la que se redujo en un 50 % el crecimiento
o la supervivencia de las células, las concentraciones del conjugado anticuerpo-farmaco se prepararon
mediante diluciones de 4 veces (10 ug/ml a 0,15 ng/ml 0 40 ug/ml a 0,15 ng/ml), y las células se trataron con
estas concentraciones del conjugado anticuerpo-farmaco y se compararon con el grupo no tratado en términos
de actividad de ATP. La evaluacion se llevé a cabo mediante un cultivo de 7 dias de las células asi
suplementadas con el conjugado anticuerpo-farmaco. Se usé el ensayo de viabilidad celular luminiscente
CellTiter-Glo® para evaluar la actividad del conjugado anticuerpo-farmaco. Este procedimiento implica medir
las células vivas que tienen actividad metabdlica sobre la base de la actividad de ATP y, finalmente, estimar el
ndmero de células vivas y utilizar CellTiter-Glo® Luminescent Cell (Promega KK, G7573) como kit.

Antes de la medicién, se retiraron 50 ul del medio de cada pocillo y se afiadieron 100 ul de reactivo CellTiter-
Glo® a cada pocillo de la placa de 96 pocillos y se almacenaron durante 30 minutos a 55 minutos a temperatura
ambiente en una habitacién oscura antes de la medicién con el contador de multiples etiquetas Wallac Victor2
1420 (programa de luminiscencia, tiempo de medicién: 0,5 s). Antes de la medicién, se recogieron 180 ul de
cada pocillo y se transfirieron a una placa blanca de fondo éptico de 96 micropocillos medibles. Los pocillos
que contenian solo una solucién de cultivo sin la inoculacién de las células se ensayaron como blancos. El
procedimiento para calcular la concentracién del conjugado anticuerpo-farmaco a la que se inhibié el
crecimiento o la supervivencia de las células en un 50 % se describié en el procedimiento de evaluacién en
cuanto a las células adherentes.

Los resultados sobre las lineas de cancer de mama humano HCC1569 y MDA-MB453 se muestran en las
Figuras 6 y 7, respectivamente. Los resultados sobre la linea A375 de melanoma humano se muestran en la
Figura 8. Los resultados sobre la linea HT29 de cancer colorrectal humano se muestran en la Figura 9. Los
resultados sobre la linea A549 de cancer de pulmén humano se muestran en la Figura 10. Una de cada figura
muestra el crecimiento celular o la supervivencia derivada del conjugado anticuerpo-farmaco en presencia de
FBS al 10 %. La ordenada representa un valor de luminiscencia que indica la actividad de ATP de cada muestra.
La abscisa representa la concentracién de cada conjugado anticuerpo-farmaco. Los datos se indican mediante
media +/- desviacidén estandar de triplicados. B de cada figura muestra la tasa de reduccién de la luminiscencia
provocada por el tratamiento con conjugado anticuerpo-farmaco cuando la luminiscencia de un grupo no tratado
se definié como el 100 %.

Se afiadieron tres tipos de conjugados anticuerpo-farmaco a diversas lineas celulares de cancer humano en
presencia de FBS al 10 % y se evaluaron para el crecimiento in vitro en sistemas 2D o 3D. La tasa de inhibicién
del crecimiento o desarrollo celular en el grupo no tratado o por cada conjugado anticuerpo-farmaco se calculé
a partir del ensayo CellTiter-Glo® de la actividad de ATP. En la evaluacién de la actividad de ATP, estos
conjugados anticuerpo-farmaco inhibieron fuertemente el crecimiento celular o la supervivencia de dos tipos de
lineas celulares de cancer de mama (HCC-1569 y MDA-MB-453) y un tipo de linea de melanoma humano
(A375).

La adicién de cada conjugado de anticuerpo-farmaco y cultivo (en presencia de FBS al 10 %) durante 7 dias
redujo la actividad de ATP del 55 al 75 % en HCC1569, en el 60 al 83 % en MDA-MB-453 y en el 60 al 70 %
en A375. La actividad inhibidora del conjugado anticuerpo-farmaco contra el crecimiento o supervivencia celular
no fue fuerte en la linea de cancer colorrectal humano HT-29 y la linea de cancer de pulmén humano A549 en
comparacién con las lineas de cancer de mama humano y melanoma humano. En HCC-1569 y MDA-MB-453,
el conjugado anticuerpo-farmaco (10) mostré una fuerte actividad inhibitoria, que no diferia mucho de la
actividad inhibitoria del conjugado anticuerpo-farmaco (3) in vitro. Por el contrario, en ambas lineas de cancer
de mama humano, el conjugado anticuerpo-farmaco (13) mostré una baja actividad y requirié una concentracién
de 15 nM para lograr una inhibicién del 50 % del crecimiento celular o la supervivencia, aunque el conjugado
anticuerpo-farmaco (3) o el conjugado anticuerpo-farmaco (10) lograron esta inhibicién a 1 nM o menos. En la
linea de melanoma humano en comparacién con las lineas de cancer de mama humano, la actividad del
conjugado anticuerpo-farmaco (13) fue equivalente a la del conjugado anticuerpo-farmaco (3) o al conjugado
anticuerpo-farmaco (10).

Todos los conjugados anticuerpo-farmaco soportaron una tasa maxima de inhibicién del orden del 61 al 68 %.
Los conjugados anticuerpo-farmaco lograron una inhibicibn del 50 % de la actividad de ATP a una
concentracién de 1 a 4 nM.
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Ademas de la prueba anteriormente mencionada, también se confirmé la actividad inhibidora del conjugado
anticuerpo-farmaco (13) contra el crecimiento celular o la supervivencia de una linea celular de cancer de ovario
humano OVCAR-8 in vitro (datos no mostrados).

Ejemplo de prueba 5 Comparacién de la tasa de inhibiciéon de crecimiento celular o supervivencia in
vitro de la linea celular de cancer humano dependiendo del nimero de moléculas de farmaco (alto o
medio) cargadas en el conjugado anticuerpo-farmaco

Procedimiento:

Los conjugados anticuerpo-farmaco que difieren en el nimero de moléculas de farmaco cargadas se evaluaron
para la actividad inhibitoria in vitro contra el crecimiento o la supervivencia celular. La carga alta de farmaco
representa el estado en el que se conjugan de 5 a 7 moléculas de farmaco con un anticuerpo, y la carga de
farmaco media representa el estado en el que aproximadamente 3 moléculas de farmaco se conjugan con un
anticuerpo. El nimero medio de moléculas de farmaco conjugadas con un anticuerpo se midié mediante el
procedimiento UV (descrito en otras partes de la presente invencién).

El nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas con un anticuerpo:
Alta carga de farmaco<HDL>

Conjugado de anticuerpo-farmaco (3): 4,9
Conjugado de anticuerpo-farmaco (10): 6,2
Conjugado de anticuerpo-farmaco (13): 6,2

Media carga de farmaco<MDL>

Conjugado de anticuerpo-farmaco (4): 2,9
Conjugado de anticuerpo-farmaco (11): 3,0
Conjugado de anticuerpo-farmaco (14): 2,5

La actividad inhibitoria de cada conjugado anticuerpo-farmaco HER3 contra sefiales mitégenas o de
supervivencia se midié6 en presencia de FBS al 10 %. El crecimiento y desarrollo de las células se evalud
midiendo la actividad de adenosin trifosfato (ATP) en grupos no tratados y tratados con conjugado anticuerpo-
farmaco. La linea celular cancerosa se suspendié en 100 ul de cada medio a baja densidad (750 células/pocillo
para una linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-453 (CLB-22)) de ATCC) y se inocul6é en una
placa blanca de fondo éptico de 96 micropocillos (Thermo Fisher Scientific Inc./Nunc, n.° 1653086). Las células
se cultivaron en un medio RPMI1640 (Invitrogen Corp., 31870-025) que contenia FBS al 10 % (Invitrogen Corp.,
10270-108) y glutamina 2 mM (Invitrogen Corp., 25030-024). Los pocillos del borde de cada placa se llenaron
con 100 ul de un medio.

Las células se cultivaron durante 3 dias y el medio se reemplazé con 95 ul de un medio nuevo antes de la
adicién de conjugado anticuerpo-farmaco. Se usaron el conjugado anticuerpo-farmaco (3), el conjugado
anticuerpo-farmaco (10), el conjugado anticuerpo-farmaco (13), el conjugado anticuerpo-farmaco (4), el
conjugado anticuerpo-farmaco (11) y el conjugado anticuerpo-farmaco (14). Se establecié un grupo sin tratar
como control para medir el crecimiento celular normal.

Al afiadir 5 ul de cada conjugado anticuerpo-farmaco concentrado en una concentraciéon de 20 veces a 95 ul
de un medio de cultivo (FBS al 10 %) contenido en cada pocillo de la placa de 96 pocillos, se establecid la
concentracién final. Solo se afiadieron 5 ul de un medio a cada pocillo de control. La prueba se realizé por
triplicado por muestra. Para calcular la concentracién del conjugado anticuerpo-farmaco a la que se redujo en
un 50 % el crecimiento o la supervivencia de las células, las concentraciones del conjugado anticuerpo-farmaco
se prepararon mediante diluciones de 4 veces (10 ug/ml a 0,15 ng/ml), y las células se trataron con estas
concentraciones del conjugado anticuerpo-farmaco y se compararon con el grupo no tratado en términos de
actividad de ATP. La evaluacion se llevé a cabo mediante un cultivo de 7 dias de las células asi suplementadas
con el conjugado anticuerpo-farmaco. Se usé el ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo® para
evaluar la actividad del conjugado anticuerpo-farmaco. Este procedimiento implica medir las células vivas que
tienen actividad metabélica sobre la base de la actividad de ATP y, finalmente, estimar el nimero de células
vivas y utilizar CellTiter-Glo® Luminescent Cell (Promega KK, G7573) como kit. Se afiadieron 100 ul de reactivo
CellTiter-Glo® a cada pocillo de la placa de 96 pocillos y se almacenaron durante 25 minutos a 55 minutos a
temperatura ambiente en una habitacién oscura antes de la medicién con el contador de multiples etiquetas
Wallac Victor2 1420 (programa de luminiscencia, tiempo de medicién: 0,5 s). Los pocillos que contenian solo
una solucién de cultivo sin la inoculacion de las células se ensayaron como blancos. Para medir la reduccién
de la actividad de ATP, se calculd un valor de luminiscencia promedio de 3 pocillos bajo cada condicién
(Microsoft Excel 2010). Para retirar las sefiales independientes de células, el valor promedio de luminiscencia
de los blancos se resté del valor medio de luminiscencia de las células tratadas con el conjugado anticuerpo-
farmaco (Microsoft Excel 2010). La tasa de reduccién (%) de la luminiscencia se calculé comparandola con las
células del grupo no tratado (Microsoft Excel 2010). Este valor se interpreté como la tasa de inhibicién (%) del
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crecimiento o supervivencia celular.

Los resultados se muestran en las Figuras 11 a 13. La Figura 11 muestra los resultados de comparar el
conjugado anticuerpo-farmaco (3) con el conjugado anticuerpo-farmaco (4). La Figura 12 muestra los
resultados de comparar el conjugado anticuerpo-farmaco (10) con el conjugado anticuerpo-farmaco (11). La
Figura 13 muestra los resultados de comparar el conjugado anticuerpo-farmaco (13) con el conjugado
anticuerpo-farmaco (14). En cada figura, el diagrama de la izquierda muestra la tasa de inhibicién del
crecimiento o la supervivencia celular derivada del conjugado anticuerpo-farmaco en presencia de FBS al 10 %
en una de tres pruebas por triplicado. La ordenada representa luminiscencia que indica la actividad de ATP de
cada muestra. La abscisa representa la concentraciéon de cada conjugado anticuerpo-farmaco. El diagrama de
la derecha muestra la comparacién de la tasa de reduccién de la luminiscencia provocada por el tratamiento
con conjugado anticuerpo-farmaco entre una carga alta de farmaco (HDL) y una carga media de farmaco (MDL)
cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se definié como el 100 %.

Los conjugados anticuerpo-farmaco de alta carga y media carga de farmaco inhibieron el crecimiento celular o
la supervivencia mediante el tratamiento y el cultivo de 7 dias de MDA-MB-453. Como ya se muestra en los
resultados sobre la alta carga de farmacos, el conjugado anticuerpo-farmaco de carga intermedia de farmaco
(11) exhibié una alta actividad al mismo nivel que el del conjugado anticuerpo-farmaco (4). En la comparacién
entre el nUmero de moléculas de farmaco cargadas, los conjugados de anticuerpo-farmaco que tienen un alto
ndimero de moléculas de farmaco cargadas mostraron una mayor reduccién de ATP que la de las de media
carga del farmaco. El conjugado anticuerpo-farmaco (3), el conjugado anticuerpo-farmaco (10) y el conjugado
anticuerpo-farmaco (13) que tienen un alto nimero de moléculas de farmaco cargadas exhibieron tasas de
inhibicién del 68 %, el 76 % y el 56 %, respectivamente, a una concentracién de 10 ug/ml, mientras que el
conjugado anticuerpo-farmaco (4), el conjugado anticuerpo-farmaco (11) y el conjugado anticuerpo-farmaco
(14) que tienen un numero medio de moléculas de farmaco cargadas meramente exhibieron tasas de inhibicién
del 44 %, el 47 % y el 27 %, respectivamente, a esta concentracién. Los conjugados de anticuerpo-farmaco
que tienen un alto nimero de moléculas de farmaco cargadas fueron superiores en una concentracién de
inhibicién del 50 % del crecimiento o supervivencia de células cancerosas que los conjugados de anticuerpo-
farmaco que tienen un nimero medio de moléculas de farmaco cargadas. El conjugado anticuerpo-farmaco (3)
o el conjugado anticuerpo-farmaco (10) que tienen un alto numero de moléculas de farmaco cargadas
requirieron 15 ng/ml (1 nM) del conjugado anticuerpo-farmaco para reducir el valor de actividad de ATP en un
50 %. El conjugado anticuerpo-farmaco (13) redujo la actividad de ATP en un 50 % al menos a la concentracién
més alta probada. Por el contrario, no se observé reduccion en la actividad de ATP correspondiente a esto a
1000 ng/ml (67 nM) o menos dentro del intervalo de concentraciones de los conjugados de anticuerpo-farmaco
evaluados que tienen un nimero medio de moléculas de farmaco cargadas. La comparacién in vitro entre el
alto numero de moléculas de farmaco cargadas y el nUmero medio de moléculas de farmaco cargadas sugirié
que un conjugado de anticuerpo-farmaco que tiene un alto nimero de moléculas de farmaco cargadas también
es superior en actividad inhibitoria in vivo contra el crecimiento de células cancerosas.

Ejemplo de prueba 6 Los conjugados anticuerpo-farmaco (3), (10) y (13) exhibieron efecto antitumoral
en una prueba antitumoral in vivo usando cancer de mama humano

Se usaron ratones desnudos BALB/C hembra de cinco semanas de edad que tenian un peso corporal de 15 a
20 g después de la aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (I VC, 4 ratones
como maximo por jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de
la aleatorizacion, los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los
comportamientos de los animales todos los dias. Se suspendieron 5x10° células de una linea celular de cancer
de mama humano HCC1569 (CRL-2330) de ATCC en una solucién preparada a partir de 50 ul de PBS y
Matrigel (PBS: PAA n.° H21-002, Matrigel: BD n.° 354230) mezclado en una proporcién de 1:1, y se
trasplantaron por via subcutanea al 4rea del lado derecho del cuerpo de cada ratén desnudo BALB/C usando
una aguja 29 G.

Los pesos corporales se midieron usando una béascula (Mettler Toledo PB602-L). El eje mayor y el eje menor
del tumor se midieron dos veces por semana usando un calibrador digital electrénico (calibrador manual, OMC
Fontana) y se calculd el volumen del tumor (mm?®). El célculo se llevo a cabo de acuerdo con la siguiente
expresion (lo mismo es valido para los Ejemplos de prueba descritos a continuacién).

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

El Dia 19, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 150 mmS3, 70 animales se dividieron
aleatoriamente en 7 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (3), (10), o (13) o PBS para un grupo control se administraron en la vena de la cola de cada animal en
las siguientes dosis.

Grupo de administraciéon: Se inyecté PBS por via intravenosa una vez a la semana a la misma dosis que el
conjugado anticuerpo-farmaco.
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Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (3) se inyecté por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (10) se inyectd por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (13) se inyect6 por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Todos los datos se indicaron mediante media +/- SEM. Los tamafios de los tumores y los pesos corporales se
evaluaron mediante la media +/- SEM. Todos los datos se analizaron con Microsoft Excel 2009 (lo mismo es
valido para los Ejemplos de prueba descritos a continuacién).

Los resultados se muestran en la Figura 14. El grupo de administracién de PBS se sacrificd el Dia 53 después
del trasplante, porque los tamafios de los tumores excedieron el nivel maximo aceptable. La inhibiciéon del
crecimiento tumoral de la linea celular de cancer de mama humano se observd en todos los grupos de
administracién de conjugado anticuerpo-farmaco en comparacion con el grupo control. No se observé pérdida
de peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 7 Los conjugados anticuerpo-farmaco (3), (10) y (13) exhibieron un efecto
antitumoral en una prueba antitumoral usando melanoma humano

Se usaron ratones desnudos NMRI hembra de cinco a 6 semanas de edad que tenian un peso corporal de 22
a 26 g después de la aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC,
4 ratones como méximo por jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante.
Después de la aleatorizacion, los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron
los comportamientos de los animales todos los dias.

Se suspendieron 5x 10 © células de una linea celular de melanoma humano HT-144 (HTB-63) de ATCC en una
solucién preparada a partir de 50 ul de PBS y Matrigel (PBS: PAA n.° H21-002, Matrigel: BD n.° 354230)
mezclado en una proporcion de 1:1, y se trasplantaron por via subcutdnea al area del lado derecho del cuerpo
de cada ratén desnudo NMRI usando una aguja 29 G.

La medicién de los pesos corporales y los tamafios de los tumores y la medicién y el calculo de los volimenes
de los tumores se llevaron a cabo de la misma manera que en el Ejemplo de prueba 6.

El Dia 22, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 150 mmS3, 80 animales se dividieron
aleatoriamente en 8 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, U1-59 o el conjugado
anticuerpo-farmaco (3), (10), o (13) o PBS para un grupo control se administraron en la vena de la cola de cada
animal en las siguientes dosis.

Grupo de administraciéon: Se inyecté PBS por via intravenosa una vez a la semana a la misma dosis que el
conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: U1-59 se inyect6 por via subcutanea dos veces a la semana a 25 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (3) se inyecté por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (10) se inyectd por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (13) se inyect6 por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 15. Los grupos de administracion de PBS y U1-59 se sacrificaron los
Dias 48 y 52, respectivamente, después del trasplante, porque los tamafios de los tumores excedieron el nivel
maximo aceptable. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea celular de melanoma humano se observd
en todos los grupos de administracién de conjugado de anticuerpo-farmaco en comparacién con el grupo de
control y el grupo de administracién de U1-59.

Ejemplo de prueba 8 Los conjugados anticuerpo-farmaco (3), (10) y (13) exhibieron efecto antitumoral
en una prueba antitumoral usando una linea de cancer de mama humano

Se usaron ratones desnudos SCID hembra de dieciséis semanas de edad que tenian un peso corporal de 17
a 25,5 g después de la aclimatacion. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente que se
mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante.

Para tumores sélidos derivados de una linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-453 (CLB-22) de
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ATCC, MDA-MB-453 en el primer pasaje (Lote 1089) se trasplanté a 3 ratones (dos &reas por raton: areas del
lado derecho e izquierdo del cuerpo). Después de 13 a 17 semanas, las secciones de tumor se recuperaron y
se criopreservaron. Para el segundo pasaje, la seccién del tumor (2 x 2 x 2 mm) del primer pase se trasplanté
posteriormente por via subcutanea (10 ratones, dos é&reas por ratén: areas del lado derecho e izquierdo del
cuerpo) y se dejo6 crecer para la formacién de tumores durante 7 semanas. El tumor asi formado se prepard en
una seccién de tumor (2 x 2 x 2 mm, segundo pasaje) y se trasplantd al area del lado derecho del cuerpo de
cada ratdn desnudo SCID.

Los pesos corporales se midieron usando una bascula. El eje mayor (longitud) y el didmetro del tumor se
midieron usando un calibrador digital electrénico (calibradores de mano Pro-Max 150 mm, Fred V. Fowler Co.,
Inc.) y se calcul6 el volumen tumoral (mm?). El calculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

Volumen tumoral (mm?) = pi/6 x eje mayor (mm) x [Diametro (mm)]?

El Dia 40, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 143 mmS3, 72 animales se dividieron
aleatoriamente en 8 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, U1-59 o el conjugado
anticuerpo-farmaco (3), (10), o (13) o PBS para un grupo control se administraron en la vena de la cola de cada
animal en las siguientes dosis.

Grupo de administraciéon: Se inyecté PBS por via intravenosa una vez a la semana a la misma dosis que el
conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: U1-59 se inyect6 por via subcutanea dos veces a la semana a 25 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (3) se inyecté por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (10) se inyectd por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (13) se inyect6 por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 16. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea celular de céncer
de mama humano se observé en todos los grupos de administracién de conjugado de anticuerpo-farmaco en
comparacion con el grupo de control y el grupo de administracién de U1-59. No se observé pérdida de peso en
los ratones de los grupos tratados. Ademas, en otra prueba antitumoral usando la linea celular de cancer de
mama humano HCC1954 o JIMT1-PR10 (resistente a trastuzumab, pertuzumab y T-DM1), la inhibicién del
crecimiento tumoral también se observé en el grupo de administracién de conjugado anticuerpo-farmaco (16a)
en comparacién con el grupo control.

Ejemplo de prueba 9 Los conjugados anticuerpo-farmaco (3), (10) y (13) exhibieron efecto antitumoral
en una prueba antitumoral usando una linea de cancer colorrectal humano

Se usaron ratones desnudos NMRI hembra de cinco a 6 semanas de edad que tenian un peso corporal de 15
a 20 g después de la aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC,
4 ratones como méximo por jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante.
Después de la aleatorizacion, los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron
los comportamientos de los animales todos los dias.

Se suspendieron 4x10° células de una linea celular de cancer colorrectal humano HT-29 (CPQ-57) de
ProQinase GmbH en una solucién preparada a partir de PBS y Matrigel (PBS: PAA n.° H21-002, Matrigel: BD
n.° 354230) mezclado en una proporcion de 1:1, y se trasplantaron por via subcutanea al érea del lado derecho
del cuerpo de cada ratén desnudo NMRI usando una aguja 29 G.

La medicién de los pesos corporales y los tamafios de los tumores y la medicién y el calculo de los volimenes
de los tumores se llevaron a cabo de la misma manera que en el Ejemplo de prueba 6.

El Dia 8, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 150 mmS3, 70 animales se dividieron
aleatoriamente en 7 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (3), (10), o (13) o PBS para un grupo control se administraron en la vena de la cola de cada animal en
las siguientes dosis.

Grupo de administraciéon: Se inyecté PBS por via intravenosa una vez a la semana a la misma dosis que el
conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (3) se inyecté por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.
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Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (10) se inyectd por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (13) se inyect6 por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 17. El grupo de administracién de PBS (6 de los 10 ratones), los grupos
que recibieron el conjugado anticuerpo-farmaco (3) a 3 mg/kg (3 de los 10 ratones) y a 10 mg/kg (4 de los 10
ratones ), los grupos que recibieron el conjugado anticuerpo-farmaco (10) a 3 mg/kg (2 de los 10 ratones) y
10 mg/kg (2 de los 10 ratones) y el grupo que recibié el conjugado anticuerpo-farmaco (13) a 3 mg/kg (2 de los
10 ratones) se sacrificaron el dia 50 después del trasplante, porque los tamafios de los tumores excedieron el
nivel maximo aceptable debido a que el tamafio del tumor excedié el nivel maximo aceptable o se formé una
Ulcera. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea celular de céncer colorrectal humano se observé en
todos los grupos de administracién de conjugado anticuerpo-farmaco en comparacién con el grupo control. El
conjugado anticuerpo-farmaco (13) mostré una actividad antitumoral mas fuerte que la del conjugado
anticuerpo-farmaco (3) o el conjugado anticuerpo-farmaco (10). No se observé pérdida de peso en los ratones
de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 10 Los conjugados anticuerpo-farmaco (3), (10) y (13) exhibieron efecto antitumoral
en una prueba antitumoral usando una linea de cancer de pulmén humano

Se usaron ratones desnudos CD1 hembra de cinco a 6 semanas de edad que tenian un peso corporal de 24 a
28 g después de la aclimatacion. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones
como maximo por jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de
la aleatorizacion, los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los
comportamientos de los animales todos los dias.

Se suspendieron 5x10°8 células de una linea celular de cancer de pulmoén humano A549 (CRS-300114) de Cell
Lines Service en una solucién preparada a partir de 200 ul de PBS y Matrigel (PBS: PAA n.® H21-002, Matrigel:
BD n.° 354230) mezclado en una proporcién de 1:1, y se trasplantaron por via subcutanea al area del lado
derecho del cuerpo de cada ratén desnudo CD1 usando una aguja 29 G.

La medicién de los pesos corporales y los tamafios de los tumores y la medicién y el calculo de los volimenes
de los tumores se llevaron a cabo de la misma manera que en el Ejemplo de prueba 6.

El Dia 38, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 200 mmS3, 70 animales se dividieron
aleatoriamente en 7 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (3), (10), o (13) o PBS para un grupo control se administraron en la vena de la cola de cada animal en
las siguientes dosis.

Grupo de administraciéon: Se inyecté PBS por via intravenosa una vez a la semana a la misma dosis que el
conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (3) se inyecté por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (10) se inyectd por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (13) se inyect6 por via intravenosa una vez a la
semana a 3 o 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 18. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea celular de céncer
de pulmén humano se observé en todos los grupos de administracién de conjugado anticuerpo-farmaco en
comparacién con el grupo control. No se observé pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 11 El conjugado anticuerpo-farmaco (13) exhibié un efecto antitumoral en una
prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer de mama triple negativo humano

El cancer de mama triple negativo se refiere a un cancer de mama que no expresa receptores hormonales
(receptor de estrégeno y receptor de progesterona) ni expresa HER2. Dado que estos receptores no se
expresan, el tratamiento hormonal (tamoxifeno, etc.) o tratamiento anti-HER2 (trastuzumab, trastuzumab
emtansina o pertuzumab) no puede aplicarse al cancer. Por lo tanto, este cancer de mama conduce a tasas de
supervivencia bajas y muchos agentes terapéuticos aln se encuentran en fase de ensayo clinico. Como la
expresion de HER3 se confirmé en una linea de cancer de mama humano triple negativo MDA-MB-468 (datos
no mostrados), se evalué la actividad antitumoral del conjugado anticuerpo-farmaco.

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
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aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

Se suspendieron 5x10° células de una linea celular de cancer de mama triple negativo humano MDA-MB-468
(CRL-2322) de ATCC en una solucién preparada a partir de 200 ul de PBS y Matrigel (PBS: PAA n.° 10010-
023, Matrigel: BD n.° 354234) mezclado en una proporcién de 1:1, y se trasplantaron por via subcutanea al
area del lado derecho del cuerpo de cada ratéon desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se
midieron usando una bascula (Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 20, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 170 mmS3, 18 animales se dividieron
aleatoriamente en 3 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, U1-59 o el conjugado
anticuerpo-farmaco (13) o PBS para un grupo control se administraron en la vena de la cola de cada animal en
las siguientes dosis.

Grupo de administraciéon: Se inyecté PBS por via intravenosa una vez a la semana a la misma dosis que el
conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: U1-59 se inyect6 por via intravenosa una vez a la semana a 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (13) se inyect6 por via intravenosa una vez a la
semana a 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 19. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea de cancer de
mama triple negativo humano se observé en todos los grupos de administracién de conjugado de anticuerpo-
farmaco en comparacién con el grupo control y el grupo de administracién de U1-59. No se observd pérdida de
peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 12 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) exhibié un efecto antitumoral en una
prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer de mama luminal humano

El cancer de mama luminal humano se refiere a un cancer de mama que expresa receptores hormonales
(receptor de estrégeno), pero no expresa HER2. Dado que estos receptores no se expresan, el tratamiento
anti-HER2 (trastuzumab, trastuzumab emtansina, pertuzumab) no puede aplicarse al cancer. Por lo tanto, este
cancer de mama conduce a tasas de supervivencia bajas y muchos agentes terapéuticos aln se encuentran
en fase de ensayo clinico. Como la expresién de HERS3 se confirmé en una linea de cancer de mama luminal
humano MCF-7 (datos no mostrados), se evalué la actividad antitumoral del conjugado anticuerpo-farmaco.

Se usaron ratones desnudos atimicos Nude-Foxn1™ (ProQinase GmbH) hembra de cinco a 6 semanas de
edad que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la aclimatacion. Los ratones se colocaron en jaulas
ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente
y una humedad constante. Después de la aleatorizacién, los pesos corporales de los ratones se midieron cada
dos dias y se registraron los comportamientos de los animales todos los dias.

Se suspendieron 5x10° células de una linea celular de cancer de mama luminal humano MCF-7 (CRQ- n.° 327)
se suspendieron en una solucién preparada a partir de 200 ul de PBS y Matrigel (PBS: PAA n.° 10010-023,
Matrigel: BD n.° 354234) mezclado en una proporcion de 1:1, y se trasplantaron por via subcutanea al area del
lado derecho del cuerpo de cada ratén desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron
usando una béascula (Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 11, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 250 mmS3, 20 animales se dividieron
aleatoriamente en 2 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, se administraron el conjugado
anticuerpo-farmaco (16a) o PBS para un grupo control en las siguientes dosis.

Grupo de administracion: Se inyectdé PBS por via intravenosa a la misma dosis Unica que el conjugado
anticuerpo-farmaco.

Grupo de administraciéon: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyect6 por via intravenosa a una dosis
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Unica de 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 20. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea de cancer de
mama luminal humano se observé en los grupos de administracién de conjugado anticuerpo-farmaco en
comparacién con el grupo control. No se observé pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 13 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) exhibié un efecto antitumoral en una
prueba antitumoral in vivo usando la linea de melanoma humano

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

3x10° células de una linea celular de melanoma humano WM-266-4 (CRL-1676) de ATCC se mezclaron y se
suspendieron en Matrigel (BD n.° 354234) y se trasplantaron subcutaneamente al area del lado derecho del
cuerpo de cada ratén desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron usando una bascula
(Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 19, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 220 mm?3 8 animales se dividieron
aleatoriamente en 2 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, se administraron el conjugado
anticuerpo-farmaco (16a) o PBS para un grupo control en las siguientes dosis.

Grupo de administracion: Se inyectdé PBS por via intravenosa a la misma dosis Unica que el conjugado
anticuerpo-farmaco.

Grupo de administraciéon: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyect6 por via intravenosa a una dosis
Unica de 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 21. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea de melanoma
humano se observé en los grupos de administracién de conjugado anticuerpo-farmaco en comparacién con el
grupo control. No se observé pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados. En otro modelo de
melanoma humano C32, la inhibicién del crecimiento tumoral también se observé en el grupo de administracién
de conjugado anticuerpo-farmaco (16a) en comparacién con el grupo control.

Ejemplo de prueba 14 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) exhibié un efecto antitumoral en una
prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer de ovario humano

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

5x10° células de una linea celular de cancer de ovario humano OVCAR-8 (HTB-161) de ATCC se mezclaron y
se suspendieron en Matrigel (BD n.° 354234) y se trasplantaron subcutaneamente al &rea del lado derecho del
cuerpo de cada ratén desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron usando una bascula
(Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 21, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 140 mmS3 8 animales se dividieron
aleatoriamente en 2 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, se administraron el conjugado
anticuerpo-farmaco (16a) o PBS para un grupo control en las siguientes dosis.

Grupo de administracion: Se inyectdé PBS por via intravenosa a la misma dosis Unica que el conjugado
anticuerpo-farmaco.
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Grupo de administraciéon: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyect6 por via intravenosa a una dosis
Unica de 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 22. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea de cancer de
ovario humano se observd en los grupos de administracién de conjugado anticuerpo-farmaco en comparacion
con el grupo control. No se observd pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 15 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) exhibié un efecto antitumoral en una
prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer de vejiga humano

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

8x10° células de una linea celular de cancer de vejiga humano SW-780 (CRL-2169) de ATCC se mezclaron y
se suspendieron en Matrigel (BD n.° 354234) y se trasplantaron subcutaneamente al &rea del lado derecho del
cuerpo de cada ratén desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron usando una bascula
(Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 7, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 190 mmS3 10 animales se dividieron
aleatoriamente en 2 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, se administraron el conjugado
anticuerpo-farmaco (16a) o PBS para un grupo control en las siguientes dosis.

Grupo de administracion: Se inyectdé PBS por via intravenosa a la misma dosis Unica que el conjugado
anticuerpo-farmaco.

Grupo de administraciéon: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyect6 por via intravenosa a una dosis
Unica de 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 23. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea de cancer de vejiga
humano se observé en los grupos de administracién de conjugado anticuerpo-farmaco en comparacién con el
grupo control. No se observd pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 16 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) exhibié un efecto antitumoral dependiente
de HER3 en una prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer de mama humano

La linea de cancer de mama humano MDA-MB-453 expresa HER3 y responde al conjugado anticuerpo-farmaco
(13) como se describe en el Ejemplo de prueba 8. Sin embargo, como aln no se habia demostrado que este
efecto farmacéutico estuviera mediado por HER3, HER3 se oculté administrando U1-59 de antemano, y se
evalué si reducir o no el efecto farmacéutico.

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

1 x107 células de una linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-453 (CLB-22) de ATCC se mezclaron
y se suspendieron en Matrigel (BD n.® 354234) y se trasplantaron subcutdneamente al area del lado derecho
del cuerpo de cada ratén desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron usando una
bascula (Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 11, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 130 mmS3, 16 animales se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, se administraron el conjugado
anticuerpo-farmaco (16a) y/o U1-59 o PBS para un grupo control en las siguientes dosis.
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Grupo de administracion: Se inyectdé PBS por via intravenosa a la misma dosis Unica que el conjugado
anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: Se inyecté6 U1-59 por via intravenosa a una dosis Unica de 30 mg/kg.

Grupo de administraciéon: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyect6 por via intravenosa a una dosis
Unica de 3 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (inyeccion intravenosa a una dosis Unica)
de U1-59, el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyectd por via intravenosa a una dosis Unica de 3 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 24. La inhibicién del crecimiento tumoral de la linea de cancer de
mama humano se observé en los grupos de administracion de conjugado anticuerpo-farmaco en comparacion
con el grupo control, mientras que este efecto inhibidor del tumor se atenu6 administrando U1-59 de antemano.
Estos resultados demostraron que el efecto inhibidor del tumor del conjugado anticuerpo-farmaco es un efecto
farmacéutico mediado por HER3. No se observd pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 17 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) mostré un efecto antitumoral en el uso
combinado con trastuzumab en una prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer de mama
humano

El trastuzumab ha sido aprobado como agente terapéutico para el cancer de mama humano HER?2 positivo.
Sin embargo, se conoce la resistencia a trastuzumab y se ha informado que una mutaciéon en PIK3CA<H1047R
o H420R> participa en uno de los mecanismos subyacentes a esta resistencia. En esta prueba, se evalu6 si el
uso combinado de trastuzumab y el conjugado anticuerpo-farmaco fue eficaz para una linea de cancer de
mama resistente a trastuzumab.

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

1x107 células de una linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-453 (CLB-22, Mutacion H1047R en
PIK3CA) de ATCC se mezclaron y se suspendieron en Matrigel (PBS: PAA n.° 10010-023, Matrigel: BD n.°
354234) y se trasplantaron por via subcutédnea al area del lado derecho del cuerpo de cada ratén desnudo
usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron usando una bascula (Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 11, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 130 mmS3, 16 animales se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (16a), trastuzumab, el uso combinado del conjugado y trastuzumab o PBS para un grupo control se
administraron a las siguientes dosis.

Grupo de administracion: Se inyectdé PBS por via intravenosa a la misma dosis Unica que el conjugado
anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: Se inyect6 trastuzumab (Roche Diagnostics, Inc.) por via intravenosa a una dosis
Unica de 1 mg/kg.

Grupo de administraciéon: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyect6 por via intravenosa a una dosis
Unica de 3 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (inyeccion intravenosa a una dosis Unica)
de trastuzumab (Roche Diagnostics, Inc.), el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyecté por via intravenosa
a una dosis Unica de 3 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 25. El efecto antitumoral provocado por el uso combinado en la linea
de cancer de mama humano (PIK3CA H1047R) se observé en la administracién de trastuzumab y el conjugado
anticuerpo-farmaco en comparacién con la administracion de cada medicamento solo. Estos resultados
demostraron que el efecto farmacéutico del conjugado anticuerpo-farmaco se potencia mediante el uso
combinado del mismo con trastuzumab. No se observé pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.
En otra prueba antitumoral con una linea celular de cancer de mama humano HCC1954 (PIK3CA H1047R),
también se observé el efecto antitumoral combinado en la administracién de trastuzumab y el conjugado
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anticuerpo-farmaco (16a) en comparacién con la administracién de cada medicamento solo.

Ejemplo de prueba 18 El conjugado anticuerpo-farmaco (15) mostré un efecto antitumoral en el uso
combinado con trastuzumab en una prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer de mama
humano

El trastuzumab ha sido aprobado como agente terapéutico para el cancer de mama humano HER?2 positivo.
Sin embargo, se conoce la resistencia a trastuzumab y se ha informado que una mutaciéon en PIK3CA<H1047R
o H420R> participa en uno de los mecanismos subyacentes a esta resistencia. En esta prueba, se evalu6 si el
uso combinado de trastuzumab y el conjugado anticuerpo-farmaco fue eficaz para una linea de cancer de
mama resistente a trastuzumab.

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

5x10° células de una linea celular de cancer de mama humano JIMT-1 (ACC-589, mutacion H420R en PIK3CA)
de ATCC se suspendieron en PBS (PAA n.° 10010-023) y se trasplantaron por via subcutédnea al 4rea del lado
derecho del cuerpo de cada ratén desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron usando
una bascula (Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 10, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 200 mmS3, 24 animales se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (15), trastuzumab, el uso combinado del conjugado y trastuzumab o PBS para un grupo control se
administraron a las siguientes dosis.

Grupo de administraciéon: Se inyecté PBS por via intravenosa una vez a la semana a la misma dosis que el
conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracion: Se inyectd trastuzumab (Roche Diagnostics, Inc.) por via intravenosa una vez a la
semana a 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (15) se inyect6 por via intravenosa una vez a la
semana a 10 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracidn (inyeccién intravenosa una vez a la semana)
de trastuzumab (Roche Diagnostics, Inc.), el conjugado anticuerpo-farmaco (15) se inyecté por via intravenosa
una vez a la semana a 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 26. El efecto antitumoral provocado por el uso combinado en la linea
de cancer de mama humano (PIK3CA H420R) se observé en la administracién de trastuzumab y el conjugado
anticuerpo-farmaco en comparacién con la administracion de cada medicamento solo. Estos resultados
demostraron que el efecto farmacéutico del conjugado anticuerpo-farmaco se potencia mediante el uso
combinado del mismo con trastuzumab. No se observé pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 19 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) mostré un efecto antitumoral en el uso
combinado con gefitinib en una prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer de pulmén humano

El gefitinib ha sido aprobado como agente terapéutico para el cancer de pulmén humano. En esta prueba, se
evalué si el uso combinado de gefitinib y el conjugado anticuerpo-farmaco fue eficaz o no.

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

3x10° células de una linea celular de cancer de pulmén humano PC-9 (RCB0446) de ATCC se suspendieron
en PBS (PAA n.° 10010-023) y se trasplantaron subcutaneamente al area del lado derecho del cuerpo de cada
ratéon desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron usando una béascula (Mettler Toledo
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PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 14, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 270 mmS3, 16 animales se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (16a), gefitinib, el uso combinado del conjugado y gefitinib o PBS para un grupo control se
administraron a las siguientes dosis.

Grupo de administraciéon: Se inyecté PBS por via intravenosa una vez a la semana a la misma dosis que el
conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: Se administré Gefitinib (AstraZeneca) por via oral una vez al dia a 6 mg/kg.

Grupo de administracion: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyectd por via intravenosa una vez a la
semana a 10 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (administracién oral una vez al dia) de
gefitinib (AstraZeneca), el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se inyecté por via intravenosa una vez a la
semana a 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 27. El efecto antitumoral provocado por el uso combinado en la linea
de cancer de pulmén humano se observé en la administracién de gefitinib y el conjugado anticuerpo-farmaco
en comparacion con la administraciéon de cada medicamento solo. Estos resultados demostraron que el efecto
farmacéutico del conjugado anticuerpo-farmaco se potencia mediante el uso combinado del mismo con
gefitinib. No se observé pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 20 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) mostré un efecto antitumoral en el uso
combinado con cetuximab o panitumumab en una prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer
de mama triple negativo humano

Un anticuerpo cetuximab o panitumumab anti-EGFR est4 en ensayo clinico contra el cancer de mama humano
triple negativo. En esta prueba, se evalud si el uso combinado de cetuximab o panitumumab y el conjugado
anticuerpo-farmaco fue eficaz o no.

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

Se suspendieron 5x10° células de una linea celular de cancer de mama triple negativo humano MDA-MB-468
(CRL-2322) de ATCC en una solucién preparada a partir de 200 ul de PBS y Matrigel (PBS: PAA n.° 10010-
023, Matrigel: BD n.° 354234) mezclado en una proporcién de 1:1, y se trasplantaron por via subcutanea al
area del lado derecho del cuerpo de cada ratéon desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se
midieron usando una bascula (Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 21, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 160 mmS3, 30 animales se dividieron
aleatoriamente en 6 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (16a), cetuximab o panitumumab, el uso combinado del conjugado y cetuximab o panitumumab, o PBS
para un grupo control se administraron a las siguientes dosis.

Grupo de administracién: Se administré PBS a la misma dosis Unica que el conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: Se administré cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company) a una dosis Unica de
10 mg/kg.

Grupo de administracién: Se administré panitumumab (Amgen Inc.) a una dosis Unica de 10 mg/kg.

Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis Unica de 10 mg/kg.
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Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (administracién a una dosis Unica) de
cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company), el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis
Unica de 10 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (administracién a una dosis Unica) de
panitumumab (Amgen Inc.), el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis Unica de
10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 28. El efecto antitumoral provocado por el uso combinado en la linea
de céncer de mama ftriple negativo humano se observd en la administracién de cetuximab (Figura 28A) o
panitumumab (Figura 28B) y el conjugado anticuerpo-farmaco en comparacién con la administracién de cada
medicamento solo. Estos resultados demostraron que el efecto farmacéutico del conjugado anticuerpo-farmaco
se potencia mediante el uso combinado del mismo con cetuximab o panitumumab. No se observé pérdida de
peso en los ratones de los grupos tratados. El efecto antitumoral provocado por el uso combinado en la otra
linea de cancer de mama humano triple negativo en MDA-MB-231 también se observd en la administracién de
cetuximab o panitumumab y el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) en comparacién con la administracién de
cada medicamento solo.

Ejemplo de prueba 21 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) mostré un efecto antitumoral en el uso
combinado con cetuximab o panitumumab en una prueba antitumoral in vivo usando la linea de cancer
de cabeza y cuello humano

Se ha aprobado un anticuerpo anti-EGFR cetuximab contra el cancer de cabeza y cuello humano, mientras que
panitumumab se encuentra en ensayo clinico contra este cancer. En esta prueba, se evalué si el uso combinado
de cetuximab o panitumumab y el conjugado anticuerpo-farmaco fue eficaz o no.

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

4x108 células de una linea celular de cancer de cabeza y cuello humano Fadu (HTB-43) de ATCC se
suspendieron en 200 ul de PBS (PAA n.° 10010-023) y se trasplantaron subcutaneamente al area del lado
derecho del cuerpo de cada ratén desnudo usando una aguja 29 G. Los pesos corporales se midieron usando
una bascula (Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 6, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 330 mmS3 30 animales se dividieron
aleatoriamente en 6 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (16a), cetuximab o panitumumab, el uso combinado del conjugado y cetuximab o panitumumab, o PBS
para un grupo control se administraron a las siguientes dosis.

Grupo de administracién: Se administré PBS a la misma dosis Unica que el conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: Se administré cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company) a una dosis Unica de
5 mg/kg.

Grupo de administracién: Se administré panitumumab (Amgen Inc.) a una dosis Unica de 5 mg/kg.
Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis Unica de 10 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (administracién a una dosis Unica) de
cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company), el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis
Unica de 10 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (administracién a una dosis Unica) de
panitumumab (Amgen Inc.), el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis Unica de
10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 29. El efecto antitumoral provocado por el uso combinado en la linea
de cancer de cabeza y cuello humano se observé en la administracién de cetuximab (Figura 29A) o
panitumumab (Figura 29B) y el conjugado anticuerpo-farmaco en comparacién con la administracién de cada
medicamento solo. Estos resultados demostraron que el efecto farmacéutico del conjugado anticuerpo-farmaco
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se potencia mediante el uso combinado del mismo con cetuximab o panitumumab. No se observé pérdida de
peso en los ratones de los grupos tratados.

Ejemplo de prueba 22 El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) exhibié un efecto antitumoral en el uso
combinado con cetuximab o pertuzumab en una prueba antitumoral in vivo por trasplante de tumor de
un paciente con cancer de estémago

Un anticuerpo anti-EGFR cetuximab y un anticuerpo anti-HER2 pertuzumab estan en ensayo clinico contra el
cancer de estébmago humano. En esta prueba, se evalué si el uso combinado de cetuximab o pertuzumab y el
conjugado anticuerpo-farmaco fue eficaz o no. La evaluacién se llevé a cabo mediante la realizacién de una
prueba antitumoral cercana a la condicién clinica que implica el estroma de un paciente usando los tumores
derivados del paciente trasplantados en ratones en lugar del sistema de evaluacién general usando una linea
de cancer humano.

Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 [nu)/CriICrlj [Foxn1nu/Foxn1nu] de cinco a 6 semanas
de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenian un peso corporal de 15 a 20 g después de la
aclimatacién. Los ratones se colocaron en jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones como maximo por
jaula) que se mantuvieron a temperatura ambiente y una humedad constante. Después de la aleatorizacién,
los pesos corporales de los ratones se midieron cada dos dias y se registraron los comportamientos de los
animales todos los dias.

Un tumor NIBIO-G016 derivado de un paciente con cancer de estémago del National Institute of Biomedical
Innovation se trasplantd por via subcutanea al area del lado derecho del cuerpo de cada ratén desnudo. Los
pesos corporales se midieron usando una bascula (Mettler Toledo PB602-L).

El eje mayor y el eje menor del tumor se midieron usando un calibrador digital electrénico (CD-15CX, Mitsutoyo
Corp) y se calculd el volumen tumoral (mm?3). El célculo se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente expresion.

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

El Dia 56, cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente 220 mmS3, 30 animales se dividieron
aleatoriamente en 6 grupos en funcién del tamafio de sus tumores. El mismo dia, el conjugado anticuerpo-
farmaco (16a), cetuximab o pertuzumab, el uso combinado del conjugado y cetuximab o pertuzumab, o PBS
para un grupo control se administraron a las siguientes dosis.

Grupo de administracién: Se administré PBS a la misma dosis Unica que el conjugado anticuerpo-farmaco.

Grupo de administracién: Se administré cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company) a una dosis Unica de
10 mg/kg.

Grupo de administracién: Se administré pertuzumab (Roche Diagnostics, Inc.) a una dosis Unica de 10 mg/kg.
Grupo de administracién: El conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis Unica de 10 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (administracién a una dosis Unica) de
cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company), el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis
Unica de 10 mg/kg.

Grupo de administracién: 30 minutos después de la administracién (administracién a una dosis Unica) de
pertuzumab (Roche Diagnostics, Inc.), el conjugado anticuerpo-farmaco (16a) se administré a una dosis Unica
de 10 mg/kg.

Los resultados se muestran en la Figura 30. El efecto antitumoral provocado por el uso combinado en el modelo
de tumor derivado de un paciente de cancer de estobmago se observé en la administracién de cetuximab (Figura
30A) o pertuzumab (Figura 30B) y el conjugado anticuerpo-farmaco en comparacién con la administracién de
cada medicamento solo. Estos resultados demostraron que el efecto farmacéutico del conjugado anticuerpo-
farmaco se potencia mediante el uso combinado del mismo con cetuximab o panitumumab en el modelo de
tumor derivado de un paciente de cancer. No se observé pérdida de peso en los ratones de los grupos tratados.
Ademas, en una prueba antitumoral con una linea celular de cancer pancreético humano BxPC3, el conjugado
anticuerpo-farmaco (13) mostré un efecto antitumoral mas fuerte en comparacién con el grupo de
administracién de PBS o el grupo de administracién de U1-59. El conjugado anticuerpo-farmaco también mostré
un fuerte efecto antitumoral sobre el modelo antitumoral in vivo usando una linea celular de cancer de mama
HER2-positiva JIMT1 que habia adquirido resistencia al uso combinado de trastuzumab y pertuzumab o a
trastuzumab emtansina.

Ejemplo de prueba 23 Seguridad del conjugado anticuerpo-farmaco para animales no humanos

El conjugado anticuerpo-farmaco anti-HER3 producido por el procedimiento de la presente invencion y la
composicién farmacéutica que contiene este conjugado farmaco-anticuerpo anti-HERS3 tienen una seguridad
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excelente como agente terapéutico o profilactico para una enfermedad. Por ejemplo, cuando el conjugado
anticuerpo-farmaco (5), (10) o (13) se administré hasta 30 mg/kg a una rata mestiza, dos veces en total con un
intervalo de una vez a la semana, no se observaron descubrimientos de toxicidad grave en ninguno de los
conjugados anticuerpo-farmaco como resultado de la observacion hasta el Dia 7 después de la administracién
final. Ademas, cuando el conjugado anticuerpo-farmaco (5), (10) o (13) se administré hasta 30 mg/kg a un
mono mestizo, no se observaron descubrimientos de toxicidad notable en ninguno de los conjugados
anticuerpo-farmaco como resultado de la observacién durante 7 dias.

Ademas, cuando conjugado anticuerpo-farmaco (5), (10) o (13) se administré en una pluralidad de dosis a un
mono (intervalos de 3 semanas), no se observaron descubrimientos de toxicidad notable en ninguno de los
conjugados anticuerpo-farmaco como resultado de la observacion. Por consiguiente, el conjugado anticuerpo-
farmaco producido por el procedimiento de la presente invencidén tiene una seguridad excelente como
composicién farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad.

[Texto libre del listado de secuencias]

SEQ ID NO: 1 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-39

SEQ ID NO: 2 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-39

SEQ ID NO: 3 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la regién variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-39

SEQ ID NO: 4 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-39

SEQ ID NO: 5 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoéacidos de la regién variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-40

SEQ ID NO: 6 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-40

SEQ ID NO: 7 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoéacidos de la regién variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-40

SEQ ID NO: 8 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-40

SEQ ID NO: 9 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoéacidos de la regién variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-38

SEQ ID NO: 10 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-38

SEQID NO: 11 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-38

SEQID NO: 12 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-38

SEQID NO: 13 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-41

SEQ ID NO: 14 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-41

SEQID NO: 15 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-41

SEQID NO: 16 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-41

SEQID NO: 17 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-42

SEQ ID NO: 18 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-42

SEQID NO: 19 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-42

SEQID NO: 20 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-42

SEQID NO: 21 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-43

SEQ ID NO: 22 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-43

SEQID NO: 23 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-43

SEQ D NO: 24 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-43

SEQID NO: 25 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-44
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SEQ ID NO: 26 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-44

SEQID NO: 27 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-44

SEQ D NO: 28 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-44

SEQID NO: 29 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-45

SEQ ID NO: 30 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-45

SEQID NO: 31 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-45

SEQID NO: 32 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-45

SEQID NO: 33 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-46

SEQ ID NO: 34 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-46

SEQID NO: 35 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-47

SEQ ID NO: 36 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-47

SEQID NO: 37 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-47

SEQID NO: 38 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-47

SEQID NO: 39 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-48

SEQ ID NO: 40 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-48

SEQID NO: 41 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-49

SEQ ID NO: 42 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-49

SEQID NO: 43 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-49

SEQ D NO: 44 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-49

SEQID NO: 45 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-50

SEQ ID NO: 46 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-50

SEQID NO: 47 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-50

SEQ D NO: 48 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-50

SEQID NO: 49 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-51

SEQ ID NO: 50 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-51

SEQID NO: 51 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-51

SEQID NO: 52 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-51

SEQID NO: 53 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-53

SEQ ID NO: 54 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-53

SEQID NO: 55 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-53

SEQ D NO: 56 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-53

SEQID NO: 57 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-55

SEQ D NO: 58 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-55
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SEQID NO: 59 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-55.1

SEQ ID NO: 60 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-55.1

SEQID NO: 61 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-57

SEQ ID NO: 62 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-57

SEQID NO: 63 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-57.1

SEQ D NO: 64 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-57.1

SEQID NO: 65 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-58

SEQ ID NO: 66 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-58

SEQID NO: 67 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-58

SEQID NO: 68 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-58

SEQID NO: 69 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-59

SEQ ID NO: 70 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-59

SEQID NO: 71 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-59

SEQID NO: 72 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-59

SEQID NO: 73 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-52

SEQ ID NO: 74 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-52

SEQID NO: 75 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-52

SEQID NO: 76 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-52

SEQID NO: 77 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-61

SEQ ID NO: 78 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-61 SEQ ID NO: 79 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoécidos de la regidn variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-61.1

SEQ ID NO: 80 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-61.1

SEQID NO: 81 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-61.1

SEQID NO: 82 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-61.1

SEQID NO: 83 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-62

SEQ ID NO: 84 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-62

SEQID NO: 85 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-62

SEQID NO: 86 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-62

SEQID NO: 87 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-2

SEQ ID NO: 88 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-2

SEQID NO: 89 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-2

SEQ D NO: 90 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-2

SEQID NO: 91 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-7

SEQ ID NO: 92 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
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humano anti-HER3 U1-7

SEQID NO: 93 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-7

SEQ D NO: 94 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-7

SEQID NO: 95 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-9

SEQ ID NO: 96 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-9

SEQID NO: 97 - Secuencia de nucleédtidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-9

SEQID NO: 98 - Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano
anti-HER3 U1-9

SEQID NO: 99 - Secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-10

SEQ ID NO: 100 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-10

SEQ ID NO: 101 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-10

SEQ ID NO: 102 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-10

SEQ ID NO: 103 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-12

SEQ ID NO: 104 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-12

SEQ ID NO: 105 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-12

SEQ ID NO: 106 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-12

SEQ ID NO: 107 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-13

SEQ ID NO: 108 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-13

SEQ ID NO: 109 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-13

SEQ ID NO: 110 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-13

SEQ ID NO: 111 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-14

SEQ ID NO: 112 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-14

SEQ ID NO: 113 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-14

SEQ ID NO: 114 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-14

SEQ ID NO: 115 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-15

SEQ ID NO: 116 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-15

SEQ ID NO: 117 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-15

SEQ ID NO: 118 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-15

SEQ ID NO: 119 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-19

SEQ ID NO: 120 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-19

SEQ ID NO: 121 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-20

SEQ ID NO: 122 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-20

SEQ ID NO: 123 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-20

SEQ ID NO: 124 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-20

SEQ ID NO: 125 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
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variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-21

SEQ ID NO: 126 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-21

SEQ ID NO: 127 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-21

SEQ ID NO: 128 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-21

SEQ ID NO: 129 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-22

SEQ ID NO: 130 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-22

SEQ ID NO: 131 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-22

SEQ ID NO: 132 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-22

SEQ ID NO: 133 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-23

SEQ ID NO: 134 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-23

SEQ ID NO: 135 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-23

SEQ ID NO: 136 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-23

SEQ ID NO: 137 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-24

SEQ ID NO: 138 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-24

SEQ ID NO: 139 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-24

SEQ ID NO: 140 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-24

SEQ ID NO: 141 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-25

SEQ ID NO: 142 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-25

SEQ ID NO: 143 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoégcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-25

SEQ ID NO: 144 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-25

SEQ ID NO: 145 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-26

SEQ ID NO: 146 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-26

SEQ ID NO: 147 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-26

SEQ ID NO: 148 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-26

SEQ ID NO: 149 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-27

SEQ ID NO: 150 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-27

SEQ ID NO: 151 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-27

SEQ ID NO: 152 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-27

SEQ ID NO: 153 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-28

SEQ ID NO: 154 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-28

SEQ ID NO: 155 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-28

SEQ ID NO: 156 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-28

SEQ ID NO: 157 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-31

SEQ ID NO: 158 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
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humano anti-HER3 U1-31

SEQ ID NO: 159 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-31

SEQ ID NO: 160 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-31

SEQ ID NO: 161 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-32

SEQ ID NO: 162 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-32

SEQ ID NO: 163 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-32

SEQ ID NO: 164 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-32

SEQ ID NO: 165 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-35

SEQ ID NO: 166 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-35

SEQ ID NO: 167 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-35

SEQ ID NO: 168 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-35

SEQ ID NO: 169 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-36

SEQ ID NO: 170 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-36

SEQ ID NO: 171 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-36

SEQ ID NO: 172 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-36

SEQ ID NO: 173 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-37

SEQ ID NO: 174 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-37

SEQ ID NO: 175 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-37

SEQ ID NO: 176 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-37

SEQ ID NO: 177 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-34

SEQ ID NO: 178 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-34

SEQ ID NO: 179 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-34

SEQ ID NO: 180 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-34

SEQ ID NO: 181 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-1

SEQ ID NO: 182 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-1

SEQ ID NO: 183 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-1

SEQ ID NO: 184 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-1

SEQ ID NO: 185 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-3

SEQ ID NO: 186 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-3

SEQ ID NO: 187 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-3

SEQ ID NO: 188 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-3

SEQ ID NO: 189 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-4

SEQ ID NO: 190 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-4

SEQ ID NO: 191 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
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variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-4

SEQ ID NO: 192 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-4

SEQ ID NO: 193 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-5

SEQ ID NO: 194 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-5

SEQ ID NO: 195 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-5

SEQ ID NO: 196 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-5

SEQ ID NO: 197 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-6

SEQ ID NO: 198 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-6

SEQ ID NO: 199 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-6

SEQ ID NO: 200 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-6

SEQ ID NO: 201 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-8

SEQ ID NO: 202 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-8

SEQ ID NO: 203 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-8

SEQ ID NO: 204 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-8

SEQ ID NO: 205 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-11

SEQ ID NO: 206 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-11

SEQ ID NO: 207 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-11

SEQ ID NO: 208 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-11

SEQ ID NO: 209 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-16

SEQ ID NO: 210 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-16

SEQ ID NO: 211 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-16

SEQ ID NO: 212 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-16

SEQ ID NO: 213 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-17

SEQ ID NO: 214 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-17

SEQ ID NO: 215 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-17

SEQ ID NO: 216 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-17

SEQ ID NO: 217 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoécidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-18

SEQ ID NO: 218 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-18

SEQ ID NO: 219 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-18

SEQ ID NO: 220 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-18

SEQ ID NO: 221 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-33

SEQ ID NO: 222 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-33

SEQ ID NO: 223 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-33

SEQ ID NO: 224 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
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humano anti-HER3 U1-33

SEQ ID NO: 225 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-29

SEQ ID NO: 226 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-29

SEQ ID NO: 227 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-29

SEQ ID NO: 228 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-29

SEQ ID NO: 229 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-HER3 U1-30

SEQ ID NO: 230 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-30

SEQ ID NO: 231 - Secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminogcidos de la regidn
variable de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-HER3 U1-30

SEQ ID NO: 232 - Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-30

SEQ ID NO: 233 - Cebador

SEQ ID NO: 234 - Cebador

SEQ ID NO: 235 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-1

SEQ ID NO: 236 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-1

SEQ ID NO: 237 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-1

SEQ ID NO: 238 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-1

SEQ ID NO: 239 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-1

SEQ ID NO: 240 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-1

SEQ ID NO: 241 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-2

SEQ ID NO: 242 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-2

SEQ ID NO: 243 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-2

SEQ ID NO: 244 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-2

SEQ ID NO: 245 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-2

SEQ ID NO: 246 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-2

SEQ ID NO: 247 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-3

SEQ ID NO: 248 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-3

SEQ ID NO: 249 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-3

SEQ ID NO: 250 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-3

SEQ ID NO: 251 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-3

SEQ ID NO: 252 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-3

SEQ ID NO: 253 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-4

SEQ ID NO: 254 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-4

SEQ ID NO: 255 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-4

SEQ ID NO: 256 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-4

SEQ ID NO: 257 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-4

SEQ ID NO: 258 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
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SES?EL)J:\I_S 259 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_S 260 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_S 261 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 262 - Secuencia de aminoécidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 263 - Secuencia de aminoécidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 264 - Secuencia de aminoécidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_S 265 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)JIL_S 266 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)JJ\I_S 267 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 268 - Secuencia de aminoécidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 269 - Secuencia de aminoécidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 270 - Secuencia de aminoécidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES?EL)JJ\I_S 271 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(; 272 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(; 273 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—é 274 - Secuencia de aminoécidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—é 275 - Secuencia de aminoécidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—é 276 - Secuencia de aminoécidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(; 277 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_S 278 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)JJ\I_S 279 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 280 - Secuencia de aminoécidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 281 - Secuencia de aminoécidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 282 - Secuencia de aminoécidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_S 283 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_S 284 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_S 285 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 286 - Secuencia de aminoécidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 287 - Secuencia de aminoécidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬂlg:\l—g 288 - Secuencia de aminoécidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_S 289 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(;OZQO - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
255?5&80291 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
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ggg%g:\lg?292 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\lg?293 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\lg?294 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(;OZQS - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&81 296 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&81 297 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES%EL)J:\E; 298 - Secuencia de aminoécidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES%EL)J:\E; 299 - Secuencia de aminoécidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:ﬁlg:\l_g 300 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
253?5&81 301 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&82302 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&82303 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
252%52\6%04 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\lg:2305 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\lg:2306 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
253?5&82307 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(;%OS - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&83309 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES%EL)J:\J%?MO - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES%EL)J:\I_(;?Ciﬂ - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
252%“33312 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
253?5&83313 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&84314 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&84315 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES%EL)J:\J%‘:‘WS - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\l_ggﬂ - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES%EL)J:\J%‘:‘MS - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
253?5&84319 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(;S&O - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
255?5&85321 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\g%ﬂ - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\g%% - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\g%% - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
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SES?EL)J:\I_(;S&S - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\IS%ZG - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(;%Z? - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\ﬁ?azs - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg:j‘l[1)1l\](_)1:6329 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\fg?%o - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
255?5&86331 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&87332 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
255?5&87333 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\lg:7334 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES%SL_JJ%S - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES%SL_JJ%G - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(;?%? - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(;S%S - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&88339 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\ﬁgmo - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
2523"[1)1’\](-)1:8341 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
ggg%g:\lg?342 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
253?5&88343 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&89344 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_(;QMS - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&89346 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_SOM? - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES?EL)J:\I_SOMS - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de |a cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES%SL_S?MQ - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-20

SEQ ID NO: 350 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-20

SEQ ID NO: 351 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-20

SEQ ID NO: 352 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&31 353 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
253?5&31 354 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
SES%EL)J:\I_? 355 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
2553‘6“62:1356 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
SES%EL)J:\I_? 357 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-

145



ES 3009 871 T3

HER3 U1-21

SEQ ID NO: 358 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-22

SEQ ID NO: 359 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-22

SEQ ID NO: 360 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-22

SEQ ID NO: 361 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-22

SEQ ID NO: 362 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-22

SEQ ID NO: 363 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-22

SEQ ID NO: 364 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-23

SEQ ID NO: 365 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-23

SEQ ID NO: 366 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-23

SEQ ID NO: 367 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-23

SEQ ID NO: 368 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 111-23

SEQ ID NO: 369 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-23

SEQ ID NO: 370 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-24

SEQ ID NO: 371 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-24

SEQ ID NO: 372 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-24

SEQ ID NO: 373 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-24

SEQ ID NO: 374 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-24

SEQ ID NO: 375 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-24

SEQ ID NO: 376 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-25

SEQ ID NO: 377 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-25

SEQ ID NO: 378 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-25

SEQ ID NO: 379 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-25

SEQ ID NO: 380 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-25

SEQ ID NO: 381 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-25

SEQ ID NO: 382 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-26

SEQ ID NO: 383 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-26

SEQ ID NO: 384 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-26

SEQ ID NO: 385 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-26

SEQ ID NO: 386 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-26

SEQ ID NO: 387 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-26

SEQ ID NO: 388 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-27

SEQ ID NO: 389 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-27

SEQ ID NO: 390 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
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SEQ ID NO: 391 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-27

SEQ ID NO: 392 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-27

SEQ ID NO: 393 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-27

SEQ ID NO: 394 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-28

SEQ ID NO: 395 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-28

SEQ ID NO: 396 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-28

SEQ ID NO: 397 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 111-28

SEQ ID NO: 398 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-28

SEQ ID NO: 399 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-28

SEQ ID NO: 400 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-29

SEQ ID NO: 401 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-29

SEQ ID NO: 402 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-29

SEQ ID NO: 403 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-29

SEQ ID NO: 404 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-29

SEQ ID NO: 405 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-29

SEQ ID NO: 406 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-30

SEQ ID NO: 407 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-30

SEQ ID NO: 408 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-30

SEQ ID NO: 409 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-30

SEQ ID NO: 410 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-30

SEQ ID NO: 411 - Secuencia de aminoécidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-30

SEQ ID NO: 412 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-31

SEQ ID NO: 413 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-31

SEQ ID NO: 414 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-31

SEQ ID NO: 415 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-31

SEQ ID NO: 416 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-31

SEQ ID NO: 417 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-31

SEQ ID NO: 418 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-32

SEQ ID NO: 419 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-32

SEQ ID NO: 420 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-32

SEQ ID NO: 421 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-32

SEQ ID NO: 422 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-32

SEQ ID NO: 423 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
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HER3 U1-32
SEQ ID NO: 424 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-33
SEQ ID NO: 425 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-33
SEQ ID NO: 426 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-33
SEQ ID NO: 427 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-33
SEQ ID NO: 428 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-33
SEQ ID NO: 429 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-33
SEQ ID NO: 430 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-34
SEQ ID NO: 431 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-34
SEQ ID NO: 432 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-34
SEQ ID NO: 433 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-34
SEQ ID NO: 434 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-34
SEQ ID NO: 435 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-34
SEQ ID NO: 436 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-35
SEQ ID NO: 437 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-35
SEQ ID NO: 438 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-35
SEQ ID NO: 439 - Secuencia de aminoécidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-35
SEQ ID NO: 440 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-35
SEQ ID NO: 441 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-35
SEQ ID NO: 442 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-36
SEQ ID NO: 443 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-36
SEQ ID NO: 444 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-36
SEQ ID NO: 445 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-36
SEQ ID NO: 446 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-36
SEQ ID NO: 447 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-36
SEQ ID NO: 448 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-37
SEQ ID NO: 449 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-37
SEQ ID NO: 450 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-37
SEQ ID NO: 451 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-37
SEQ ID NO: 452 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-37
SEQ ID NO: 453 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-37
SEQ ID NO: 454 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-38
SEQ ID NO: 455 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-38
SEQ ID NO: 456 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
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HER3 U1-38

SEQ ID NO: 457 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-38

SEQ ID NO: 458 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-38

SEQ ID NO: 459 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-38

SEQ ID NO: 460 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-39

SEQ ID NO: 461 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-39

SEQ ID NO: 462 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-39

SEQ ID NO: 463 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-39

SEQ ID NO: 464 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-39

SEQ ID NO: 465 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-39

SEQ ID NO: 466 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-40

SEQ ID NO: 467 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-40

SEQ ID NO: 468 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-40

SEQ ID NO: 469 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-40

SEQ ID NO: 470 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-40

SEQ ID NO: 471 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-40

SEQ ID NO: 472 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-41

SEQ ID NO: 473 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-41

SEQ ID NO: 474 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-41

SEQ ID NO: 475 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-41

SEQ ID NO: 476 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-41

SEQ ID NO: 477 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-41

SEQ ID NO: 478 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-42

SEQ ID NO: 479 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-42

SEQ ID NO: 480 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-42

SEQ ID NO: 481 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 111-42

SEQ ID NO: 482 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-42

SEQ ID NO: 483 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-42

SEQ ID NO: 484 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-43

SEQ ID NO: 485 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-43

SEQ ID NO: 486 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-43

SEQ ID NO: 487 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-43

SEQ ID NO: 488 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-43

SEQ ID NO: 489 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
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HER3 U1-43
SEQ ID NO: 490 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-44
SEQ ID NO: 491 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-44
SEQ ID NO: 492 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-44
SEQ ID NO: 493 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 111-44
SEQ ID NO: 494 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-44
SEQ ID NO: 495 - Secuencia de aminoécidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-44
SEQ ID NO: 496 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-45
SEQ ID NO: 497 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-45
SEQ ID NO: 498 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-45
SEQ ID NO: 499 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-45
SEQ ID NO: 500 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-45
SEQ ID NO: 501 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-45
SEQ ID NO: 502 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-46
SEQ ID NO: 503 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-46
SEQ ID NO: 504 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-46
SEQ ID NO: 505 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-47
SEQ ID NO: 506 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-47
SEQ ID NO: 507 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-47
SEQ ID NO: 508 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 111-47
SEQ ID NO: 509 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-47
SEQ ID NO: 510 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-47
SEQ ID NO: 511 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-48
SEQ ID NO: 512 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-48
SEQ ID NO: 513 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-48
SEQ ID NO: 514 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-49
SEQ ID NO: 515 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-49
SEQ ID NO: 516 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-49
SEQ ID NO: 517 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-49
SEQ ID NO: 518 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-49
SEQ ID NO: 519 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-49
SEQ ID NO: 520 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-50
SEQ ID NO: 521 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-50
SEQ ID NO: 522 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
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HER3 U1-50

SEQ ID NO: 523 - Secuencia de aminoécidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-50

SEQ ID NO: 524 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-50

SEQ ID NO: 525 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-50

SEQ ID NO: 526 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-51

SEQ ID NO: 527 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-51

SEQ ID NO: 528 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-51

SEQ ID NO: 529 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-51

SEQ ID NO: 530 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-51

SEQ ID NO: 531 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-51

SEQ ID NO: 532 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-52

SEQ ID NO: 533 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-52

SEQ ID NO: 534 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-52

SEQ ID NO: 535 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 111-52

SEQ ID NO: 536 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-52

SEQ ID NO: 537 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-52

SEQ ID NO: 538 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-53

SEQ ID NO: 539 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-53

SEQ ID NO: 540 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-53

SEQ ID NO: 541 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-53

SEQ ID NO: 542 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-53

SEQ ID NO: 543 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-53

SEQ ID NO: 544 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-55.1

SEQ ID NO: 545 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-55.1

SEQ ID NO: 546 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-55.1

SEQ ID NO: 547 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-55

SEQ ID NO: 548 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-55

SEQ ID NO: 549 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-55

SEQ ID NO: 550 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-57.1

SEQ ID NO: 551 - Secuencia de aminoécidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-57.1

SEQ ID NO: 552 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-57.1

SEQ ID NO: 553 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-57

SEQ ID NO: 554 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-57

SEQ ID NO: 555 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
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HER3 U1-57

SEQ ID NO: 556 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-58

SEQ ID NO: 557 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-58

SEQ ID NO: 558 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-58

SEQ ID NO: 559 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-58

SEQ ID NO: 560 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-58

SEQ ID NO: 561 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-58

SEQ ID NO: 562 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-59

SEQ ID NO: 563 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-59

SEQ ID NO: 564 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-59

SEQ ID NO: 565 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-59

SEQ ID NO: 566 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-59

SEQ ID NO: 567 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-59

SEQ ID NO: 568 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61.1

SEQ ID NO: 569 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61.1

SEQ ID NO: 570 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61.1

SEQ ID NO: 571 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61.1

SEQ ID NO: 572 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61.1

SEQ ID NO: 573 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61.1

SEQ ID NO: 574 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61

SEQ ID NO: 575 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61

SEQ ID NO: 576 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-61

SEQ ID NO: 577 - Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-62

SEQ ID NO: 578 - Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-62

SEQ ID NO: 579 - Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-62

SEQ ID NO: 580 - Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 111-62

SEQ ID NO: 581 - Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-62

SEQ ID NO: 582 - Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de la cadena ligera del anticuerpo humano anti-
HER3 U1-62

SEQ ID NO: 583 - Secuencia de aminoacidos de longitud completa de una cadena pesada del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-59

SEQ ID NO: 584 - Secuencia de aminoécidos de longitud completa de una cadena ligera del anticuerpo
humano anti-HER3 U1-59
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende hacer reaccionar un
compuesto representado por la siguiente férmula:

(maleimid-N-il)-(CH2)n3C(=0)-L2-LP-NH-(CHz)n'-L? -(CH,)n2-C(=0)-(NH-DX) 0
(maleimid-N-il)-(CH)n3-C(=0)-LLP-(NH-DX)

con un anticuerpo anti-HER3 o un derivado reactivo del mismo y conjugando una fraccién enlazadora de
farmaco al anticuerpo mediante un procedimiento para formar un enlace tioéter en una fraccién de enlace
disulfuro presente en una parte de bisagra del anticuerpo,

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

L? representa -NH-(CH,CH»-0)n*-CH,CHx-C(=0)- o un enlace sencillo en donde n* representa un nimero
entero de 1 a 6,

LP representa un residuo peptidico que consiste en 2 a 7 aminoacidos seleccionados entre fenilalanina, glicina,
valina, lisina, citrulina, serina, 4cido glutamico y acido aspartico,

n' representa un nimero entero de 0 a 6,
n? representa un nimero entero de 0 a 5,
L? representa -O- o un enlace sencillo, y

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

en el que el atomo de nitrégeno es una posicién de conexidn, y

-(NH-DX) representa un grupo representado por la siguiente férmula:

en la que el atomo de nitrégeno del grupo amino en la posicién 1 es la posicién de conexion.
2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que L es un residuo tetrapeptidico de -GGFG-.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el compuesto es uno seleccionado del
siguiente grupo:

(maleimid-N-il)}-CHaCHy-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)|-CH,CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)|-CH,CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHCH,CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHoCHo-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHo-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CHCH,CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHo-C(=0)-(NH-DX),
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(maleimid-N-il)}-CHCH,CH2CH-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CH,CH,CHoCH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CHy-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,CHoCHo-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHaCH,CHa-C(=0)-GGF G-NH-CHoCH,CH,CHoCHo-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHCH,CH2CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CHCH,CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CHCHACHo-C(=0)-(NH-

DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH2CH2CH2CH,-C(=0)-DGGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHCH,CH2CH2CH2-C(=0)-DGGF G-NH-CHoCH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
- (maleimid-N-il)-CHCH,CH2CH2CH2-C(=0)-DGGF G-NH-CHoCH,CHoCHoCHo-C(=0)-(NH-

(maleimid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CHCH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)~(NH-DX),
(maleimid-N-il)|-CH,CH,CHoCH,-C(=0)-GGF G-NH-CH-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)|-CH,CH2CH,CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHaCH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHCH,CHy-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-0-CH-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHaCH,CH2CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-O-CHo-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH,CHoCH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-O-CHo-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CHyCHo-0-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CHoCHo-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CHoCHo-0-CH,CH,0-CHoCHo-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CHo-O-CHoCHy-0-CHoCHp-O-CHoCH-O-CHoCH,-
C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CHyCHo-0-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CHoCHoCHo-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)}-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CH,CHo-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CHo-O-CHoCHy-0-CHoCHp-O-CHoCH-O-CHoCH,-
C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CHoCHo-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-
O-CHo-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)}-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CH,CHo-C(=0)-
GGFG-NH-CH-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CHo-O-CHoCHy-0-CHoCHp-O-CHoCH-O-CHoCH,-
C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CHyCHo-0-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CHoCHo-O-CHa-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)}-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CHoCHo-0-CHoCHp-O-CH,CHo-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2-0-CHo-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CHaCHy-C(=0)-NH-CH,CH20-CHCH,0-CHoCHo0-CHoCHoO-CHCH,-
C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-0O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
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(maleimid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CHCH,CH,-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH2CHoCH,-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CH,CH,CHoCH,CH2-C(=0)-GGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH2CHo-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),
(maleimid-N-il)|-CH,CH,CH,CH,-C(=0)-DGGF G-(NH-DX), y
(maleimid-N-il)-CHCH>CH>CH>CH-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el compuesto es uno seleccionado del
siguiente grupo:

(maleimid-N-il)-CHaCH,CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHo-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)|-CH,CH2CH,CH,CHo-C(=0)-DGGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)|-CH,CH2CH,CH,CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimid-N-il)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CHyCHo-0-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CHoCHoCHo-C(=0)-(NH-DX), y

(maleimid-N-il)-CH>CH2CH>CH>CH2-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).
5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el compuesto es:
(maleimid-N-il}-CH2CH2CH2CHoCH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH>-C(=0O)-(NH-DX).
6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el compuesto es:
(maleimid-N-il}-CH2CH>CHoCHoCHo-C(=0)-DGGF G-NH-CH2CH2CH»-C(=O)-(NH-DX).
7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el compuesto es:
(maleimid-N-il}-CH2CH2CH2CHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CHo-O-CH»-C(=0O)-(NH-DX).
8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el compuesto es:

(maleimid-N-il)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CHyCHo-0-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CHoCHoCHo-C(=0)-(NH-DX).

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el compuesto es:
(maleimid-N-il)-CH>CH2CH>CH>CH2-C(=0)-DGGF G-(NH-DX).

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el conjugado anticuerpo-farmaco tiene una
estructura farmaco-enlazador representada por la siguiente formula:

~(Succinimid-3-il-N)-(CHo)n3-C(=0)-L2-LP-NH-(CHz)n'-L2-(CH2)n*C(=0)~(NH-DX) 0
~(Succinimid-3-il-N)-(CHo)n3-C(=0)-L2-LP-(NH-DX),

que se conjuga con el anticuerpo anti-HERS3 a través del enlace tioéter formado en el sitio de enlace disulfuro
presente en la parte de bisagra del anticuerpo anti-HERS3.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el conjugado anticuerpo-farmaco tiene una
estructura farmaco-enlazador representada por la siguiente formula:

~(Succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CHoCHo-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CHo-C(=0)-(NH-DX),

que se conjuga con el anticuerpo anti-HERS3 a través del enlace tioéter formado en el sitio de enlace disulfuro
presente en la parte de bisagra del anticuerpo anti-HERS3.

12. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el conjugado anticuerpo-farmaco tiene una
estructura farmaco-enlazador representada por la siguiente formula:
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~(Succinimid-3-il-N)-CHCH2CH2CH2CH2-C(=0)-DGGF G-NH-CHoCH,CHo-C(=0)-(NH-DX),

que se conjuga con el anticuerpo anti-HERS3 a través del enlace tioéter formado en el sitio de enlace disulfuro
presente en la parte de bisagra del anticuerpo anti-HERS3.

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el conjugado anticuerpo-farmaco tiene una
estructura farmaco-enlazador representada por la siguiente formula:

~(Succinim id-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CHo-C(=0)-(NH-DX),

que se conjuga con el anticuerpo anti-HERS3 a través del enlace tioéter formado en el sitio de enlace disulfuro
presente en la parte de bisagra del anticuerpo anti-HERS3.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el conjugado anticuerpo-farmaco tiene una
estructura farmaco-enlazador representada por la siguiente formula:

~(Succinimid-3-il-N)-CH,CHy-C(=0)-NH-CH,CHp-0-CHoCHo-O-CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-
CHoCHoCHo-C(=0)-(NH-DX),

que se conjuga con el anticuerpo anti-HERS3 a través del enlace tioéter formado en el sitio de enlace disulfuro
presente en la parte de bisagra del anticuerpo anti-HERS3.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el conjugado anticuerpo-farmaco tiene una
estructura farmaco-enlazador representada por la siguiente formula:

~(Succinimid-3-il-N)-CHCH,CH2CH2CH2-C(=0)-DGGF G-(NH-DX),

que se conjuga con el anticuerpo anti-HERS3 a través del enlace tioéter formado en el sitio de enlace disulfuro
presente en la parte de bisagra del anticuerpo anti-HERS3.

16. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que el anticuerpo anti-
HER3 comprende la CDRH1 a CDRH3 y la CDRL1 a CDRL3 de U1-49, U1-53, U1-59, U1-7 o U1-9 en las
cadenas pesada y ligera, respectivamente.

17. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que el anticuerpo anti-
HER3 comprende la regién variable de la cadena pesada y la cadena variable de la cadena ligera de U1-49,
U1-53, U1-59, U1-7 o U1-9 en las cadenas pesada y ligera, respectivamente.

18. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que el anticuerpo anti-
HER3 comprende las secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID No: 42 y 44, SEQ ID No: 54 y 56,
SEQ ID No: 70 y 72, SEQ ID No: 92 y 94, o, SEQ ID No: 96 y 98, en las cadenas pesada y ligera,
respectivamente.

19. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que el anticuerpo anti-
HER3 comprende las secuencias de aminoécidos representadas por SEQ ID No: 583 y 584 en las cadenas
pesada y ligera, respectivamente.

20. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 19, en el que el anticuerpo anti-HER3 carece de un
residuo de lisina en el terminal carboxilo de la cadena pesada.

21. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que un namero
promedio de unidades de la estructura de farmaco-enlazador seleccionada conjugada por anticuerpo esta en
un intervalo de 2 a 8.

22. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que un namero
promedio de unidades de la estructura de farmaco-enlazador seleccionada conjugada por anticuerpo esta en
un intervalo de entre 3y 8.
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Secuencia de aminopacidoes de longitud completa de la cadena pesada
del anticuerpo humano anti-HERS U1-58 (SEQ 1D NO: 583)
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|Fig. 6]
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[Fig. 7]
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(Fig. 8]
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[Fig. 9]
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[Fig. 10]
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[Fig. 11]
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[Fig. 13]

(jwy6u) odianonue-ooeuLIR) 3p UQIDBIIUATUOD

o
00 N h,.a

R
o
)
B =y
p{ni R =
o
T3 memtpms m”
0015

TS

{¥L‘c}) odiononue-oseunej opebnfuos
CSy-aN-vaN

{iw/Bu) odiansipue-oorWIRE 8P UOIDRIIUIDIUOD

o
fG.QOfALtS I&&%O@
O X VP VHE L FS
R .

- 00000}

| TOWDE

I 000002
L1 00000E

aHa

& 000007
- 000005
000008

(riL'ct) cg..o:o_wcm-oumé..m% ovmm:_coo
£SP-8IN-VAW

BIOUSISILIWN|

166



ES 3009 871 T3

[Fig. 14]
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{Fig. 15]
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{Fig. 16]
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{Fig. 17]
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{Fig. 18]
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|Fig. 19}
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{Fig. 20]
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[Fig. 21]
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[Fig. 22}
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[Fig. 23]
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{Fig. 26]
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[Fig. 27]
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[Fig. 29]
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[Fig. 30]
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