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REF.: 264938  

CONJUGADO ANTICUERPO ANTI-FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDÉRMICO 

HUMANO 3 (ANTI-HER3-FÁRMACO) 

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

  La presente invención se refiere a un conjugado d e 5 

anticuerpo-fármaco que tiene un anticuerpo anti-HER 3 y un 

fármaco antitumoral conjugados entre sí mediante un a porción 

de estructura enlazadora, el conjugado siendo útil como un 

fármaco antitumoral. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 10 

  Un conjugado anticuerpo-fármaco (ADC) que tiene u n 

fármaco con citotoxicidad conjugado con un anticuer po que se 

une a un antígeno expresado sobre una superficie de  células 

de cáncer y capaz de internalización celular (el an ticuerpo 

que se une al antígeno también es capaz de internal ización 15 

celular), puede suministrar el fármaco de forma sel ectiva a 

las células cancerosas y por lo tanto se espera que  cause la 

acumulación del fármaco en las células cancerosas y  mate las 

células cancerosas (véanse literaturas no de patent e 1 a 3).  

Como un ADC, Milotarg (marca registrada; Gemtuzumab  20 

ozogamicina) en el que caliqueamicina se conjuga co n un 

anticuerpo anti-CD33 está aprobado como agente tera péutico 

para la leucemia mieloide aguda.  Además, Adcetris (marca 

registrada; Brentuximab vedotin), en el que aurista tina E se 

conjuga con un anticuerpo anti-CD30, ha sido aproba do 25 
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recientemente como un agente terapéutico para el li nfoma de 

Hodgkin y el linfoma anaplásico de células grandes (véase 

literatura no de patente 4).  Los medicamentos cont enidos en 

los ADCs que han sido aprobados hasta ahora se diri gen a ADN 

o tubulina. 5 

  Como antitumorales, se conocen compuestos de bajo  

peso molecular, derivados de camptotecina, que inhi ben 

topoisomerasa I para exhibir un efecto antitumoral.   Entre 

ellos, un compuesto antitumoral representado por la  siguiente 

fórmula (exatecano, nombre químico: (1S,9S)-1-amino -9-etil-5-10 

fluoro-2,3-dihidro-9-hidroxi-4-metil-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -

10,13(9H,15H)-diona) es un derivado soluble en agua  de 

camptotecina (literatura de patente 1 y 2). 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

  A diferencia de irinotecano que se usa actualment e 

en el ámbito clínico, este compuesto no requiere ac tivación 

por una enzima para ejercer su efecto antitumoral.  Además, 

en comparación con SN-38 como ingrediente farmacéut icamente 25 
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activo principal de irinotecano y topotecano que ta mbién se 

usan en el ámbito clínico, tiene una mayor activida d 

inhibidora de la topoisomerasa I y tiene una mayor actividad 

citocida in vitro contra varias células cancerosas.  En 

particular, presenta el efecto contra células cance rosas que 5 

tienen resistencia a SN-38 o similar debido a la ex presión de 

P-glicoproteína.  Además, en un modelo de ratón con  un tumor 

humano trasplantado por vía subcutánea, exhibió un potente 

efecto antitumoral, y por lo tanto ha sido objeto d e estudios 

clínicos, pero no se ha puesto en el mercado todaví a (véanse 10 

literaturas no de patente 5 a 10).  Aún no está cla ro si 

exatecano funciona efectivamente o no como un ADC. 

  DE-310 es un complejo en el que exatecano es 

conjugado a un polímero de polialcohol carboximetil dextrano 

biodegradable a través de un separador de péptido G GFG 15 

(literatura de patente 3).  Al hacer al exatecano e n una 

forma de un profármaco de polímero, puede manteners e una alta 

propiedad de retención en la sangre y también una a lta 

propiedad de penetración de un área del tumor se in crementa 

de forma pasiva al utilizar la mayor permeabilidad de los 20 

vasos del tumor recién formados y la propiedad de r etención 

en los tejidos tumorales.  Con DE-310, el separador  de 

péptido es escindido por una enzima para liberar 

continuamente exatecano como un ingrediente activo principal 

y exatecano con glicina unido a un grupo amino, y c omo 25 
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resultado, se mejora la farmacocinética.  Según var ios 

modelos de evaluación de tumor en estudios no clíni cos, se 

encontró que una mayor eficacia fue obtenida por DE -310 que 

con exatecano administrado solo a pesar de que la c antidad 

total de exatecano contenida en el mismo es menor q ue en el 5 

caso de la administración de exatecano solo.  Un es tudio 

clínico se llevó a cabo para DE-310, y se confirmar on casos 

efectivos.  También hay un informe que sugiere que el 

ingrediente activo principal se acumula en un tumor  que en 

los tejidos normales.  Sin embargo, también existe un informe 10 

que indica que la acumulación de DE-310 y el princi pal 

ingrediente activo en un tumor no es muy diferente de la 

acumulación en los tejidos normales, y por lo tanto  no se 

observa direccionamiento pasivo en seres humanos (v éanse 

literaturas no de patente 11 a 14).  Como resultado  de ello, 15 

DE-310 tanpoco fue comercializado, y no queda claro  si el 

exatecano efectivamente funciona o no como un fárma co 

orientado a tal direccionamiento. 

  Como un compuesto relacionado con DE-310, también  

se conoce un complejo en el que una porción de estr uctura 20 

representada por -NH-(CH 2) 4-C(=O)- se inserta entre -GGFG-

separador y exatecano para formar -GGFG-NH-(CH 2) 4-C(=O)- usado 

como una estructura separadora (literatura de paten te 4).  

Sin embargo, el efecto antitumoral del complejo no se conoce 

en absoluto. 25 
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  El receptor de factor de crecimiento epidérmico 

humano 3 (también conocido como HER3 y ErbB3) es un a proteína 

tirosina cinasa receptora y pertenece al subfamilia  receptor 

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) de prot eínas 

tirosina cinasa receptoras, que también incluyen HE R1 5 

(también conocido como EGFR), HER2 y HER4 (ver lite raturas no 

de patente 15 a 17).  Al igual que con el receptor del factor 

de crecimiento epidérmico prototípico, el receptor de 

transmembrana HER3 consiste en un dominio de unión a ligando 

extracelular (ECD), un dominio de dimerización en e l ECD, un 10 

dominio de transmembrana, y un dominio de fosforila ción 

carboxilo-terminal.  HER1, HER2 y HER4 portan un do minio de 

proteína tirosina cinasa (TKD) intracelular además de estos 

dominios, mientras que HER3 carece de este dominio y por lo 

tanto incapaz de ser autofosforilado. 15 

  El ligando heregulina (HRG) se une al dominio 

extracelular de HER3 y activa la vía de señalizació n mediada 

por receptor al promover la dimerización con otros miembros 

de la familia del receptor del factor de crecimient o 

epidérmico humano (HER) y transfosforilación de su dominio 20 

intracelular.  La formación de dímeros de HER3 con otros 

miembros de la familia HER expande el potencial de 

señalización de HER3 y sirve como un medio no sólo para la 

diversificación de señales, pero también para la 

amplificación de señales.  Por ejemplo, el heterodí mero 25 
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HER2/HER3 induce una de las señales mitogénicas más  

importantes entre los miembros de su familia.  HER3  es 

sobreexpresado en varios tipos de cánceres como los  cánceres 

de mama, gastrointestinal y de páncreas.  Curiosame nte, se ha 

demostrado una correlación entre la expresión de HE R2/HER3 y 5 

la progresión de una etapa no invasiva a una etapa invasiva 

(véanse literaturas no de patente 18 a 20).  Por 

consiguiente, son deseables agentes que interfieran  con la 

señalización mediada por HER3.  Anticuerpos anti-HE R3 e 

inmunoconjugados de los mismos han sido reportados en, por 10 

ejemplo, las literaturas de patente 5 a 10, respect ivamente. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

  Problema técnico 

  Con respecto al tratamiento de tumores usando un 

anticuerpo, un efecto antitumoral insuficiente pued e 20 

observarse incluso cuando el anticuerpo reconoce un  antígeno 

y se une a las células tumorales, y por lo tanto a veces se 

necesita un anticuerpo antitumoral más eficaz.  Ade más, 

muchos compuestos antitumorales de bajo peso molecu lar tienen 

un problema en la seguridad como efecto secundario y 25 
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toxicidad incluso cuando los compuestos tienen un e xcelente 

efecto antitumoral.  Así, sigue siendo un objetivo lograr un 

efecto terapéutico superior al aumentar aún más la seguridad.  

Por lo tanto, un objeto de la presente invención es  

proporcionar un fármaco antitumoral que tenga un ex celente 5 

efecto terapéutico, que sea excelente en términos d e efecto 

antitumoral y seguridad. 

  Solución al problema 

  Los inventores pensaron que, puesto que el 

anticuerpo anti-HER3 es un anticuerpo capaz de diri girse a 10 

las células tumorales, es decir, es un anticuerpo q ue tiene 

una propiedad de reconocer las células tumorales, u na 

propiedad de unirse a las células tumorales, una pr opiedad de 

internalización en las células tumorales, una activ idad 

citocida contra células tumorales, o similares, cua ndo 15 

exatecano como un compuesto antitumoral se conviert e en un 

conjugado anticuerpo-fármaco por conjugación al ant icuerpo a 

través de una porción de estructura enlazadora, el compuesto 

antitumoral puede ser suministrado en forma más seg ura a las 

células tumorales para exhibir específicamente el e fecto 20 

antitumoral del compuesto en las células tumorales,  y por lo 

tanto el efecto antitumoral puede ser exhibidor en forma 

segura y también se espera un efecto citocida mejor ado del 

anticuerpo anti-HER3, y una dosis del compuesto ant itumoral 

puede reducirse en comparación con un caso de la 25 
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administración del compuesto solo, y por lo tanto u na 

influencia del compuesto antitumoral en las células  normales 

se pueden aliviar de manera que una mayor seguridad  se puede 

lograr. 

  En relación con esto, los inventores crearon un 5 

enlazador con una estructura específica y tuvieron éxito en 

la obtención de un conjugado anticuerpo-fármaco en donde el 

anticuerpo anti-HER3 y exatecano se conjugan entre sí a 

través del enlazador, y confirmaron un excelente ef ecto 

antitumoral exhibido por el conjugado para completa r de este 10 

modo la presente invención. 

  Específicamente, la presente invención se refiere  a 

lo siguiente. 

  1.  Un conjugado anticuerpo-fármaco en el que un 

compuesto antitumoral representado por la siguiente  fórmula 15 

 

 

 

 

 20 

 

se conjuga con un anticuerpo anti-HER3 por un enlac e tioéter 

que se forma en una porción de enlace de disulfuro presente en una 

parte de bisagra del anticuerpo anti-HER3 través de  un enlazador que 

tiene una estructura representada por la siguiente fórmula: 25 
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  -L 1-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- o -L 1-L 2-L P-. 

  Aquí, el anticuerpo anti-HER3 está conectado a la  

terminal de L 1, el compuesto antitumoral se conecta al grupo 

carbonilo de la porción -(CH 2)n 2-C(=O)- o la C-terminal de L P, 

con el átomo de nitrógeno del grupo amino en la pos ición 1 como una 5 

posición de conexión. 

  En la fórmula, n 1 representa un número entero de 0 a 6, 

  n 2 representa un número entero de 0 a 5, 

  L 1 representa -(Succinimid-3-il-N)-(CH 2)n 3-C(=O)-, 

  en donde n 3 representa un número entero de 2 a 8, 10 

  L 2 representa -NH-(CH 2CH2-O)n 4-CH2CH2-C(=O)- o un 

enlace sencillo, 

  en donde n 4 representa un número entero de 1 a 6, 

  L P representa un residuo péptido que consiste en 2 

a 7 aminoácidos, 15 

  L a representa -O- o un enlace sencillo, 

  -(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura 

representada por la siguiente fórmula: 

 

 20 

 

que está conectada al anticuerpo anti-HER3 en la po sición 3 

del mismo y está conectada en el átomo de nitrógeno  en la 

posición 1 a un grupo metileno en la estructura enl azadora 

que contiene esta estructura. 25 
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  La presente invención se refiere además a cada un o 

de los siguientes. 

  2.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo co n 

1, en donde el residuo péptido de L P es un residuo péptido 

que comprende un aminoácido seleccionado de fenilal anina, 5 

glicina, valina, lisina, citrulina, serina, ácido g lutámico y 

ácido aspártico. 

  3.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo co n 

1 ó 2, en donde L P es un residuo péptido seleccionado del 

siguiente grupo 10 

  -GGF-, 

  -DGGF-, 

  -(D-)D-GGF-, 

  -EGGF-, 

  -GGFG-, 15 

  -SGGF-, 

  -KGGF-, 

  -DGGFG-, 

  -GGFGG-, 

  -DDGGFG-, 20 

  -KDGGFG-, y 

  -GGFGGGF-; 

  (en donde, "(D-)D" representa ácido D-aspártico).  

  4.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo co n 

1 ó 2, en donde L P es un residuo péptido que comprende 4 ó 5 25 
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aminoácidos. 

  5.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo co n 

cualquiera de 1 a 4, en donde L P es -GGFG- o -DGGFG-. 

  6.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo co n 

cualquiera de 1 a 4, en donde L P es -GGFG-. 5 

  7.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo co n 

cualquiera de 1 a 6, en donde n 3 es un número entero de 2 a 5 

y L 2 es un enlace sencillo. 

  8.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo co n 

cualquiera de 1 a 7, en donde el enlazador es -L 1-L 2-L P-NH-10 

(CH2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)-. 

  9.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo co n 

8, en donde n 3 es un número entero de 2 a 5, L 2 es -NH-

(CH2CH2-O)n 4-CH2CH2-C(=O)-, y n 4 es 2 ó 4. 

  10.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 15 

8 ó 9, en donde -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- es una estructura 

parcial que tiene una longitud de cadena de 4 a 7 á tomos. 

  11.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

8 ó 9, en donde -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- es una estructura 

parcial que tiene una longitud de cadena de 5 ó 6 á tomos. 20 

  12.  El conjugado anticuerpo-fármaco descrito en 10 

ó 11, en donde -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- es 

  -NH-CH 2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-, 25 
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  -NH-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2-O-CH 2-C(=O)-, o 

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

  13.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

12, en donde -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- es cualquiera de los 5 

siguientes: 

  -NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2-O-CH 2-C(=O)-, o 

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

  14.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 10 

cualquiera de 1 a 5, en donde el enlazador es -L 1-L 2-L P-. 

  15.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

14, en donde L P es -DGGFG-. 

  16.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

15, en donde n 3 es un número entero de 2 a 5 y L 2 es un enlace 15 

sencillo. 

  17.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

1, en donde la porción fármaco-estructura enlazador a en la 

que un fármaco se une a -L 1-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- o 

-L 1-L 2-L P- es una estructura fármaco-enlazador seleccionada 20 

del siguiente grupo: 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-

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

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

C(=O)-(NH-DX), 25 



 15

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-5 

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 10 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-15 

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 20 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-

DX), 25 
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  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-

DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-5 

DX). 

  En lo anterior, -(Succinimid-3-il-N)- tiene una 

estructura representada por la siguiente fórmula: 

 

 10 

 

 

que está conectada al anticuerpo anti-HER3 en la po sición 3 y 

está conectada a un grupo metileno en la estructura  

enlazadora que la contiene en el átomo de nitrógeno  en la 15 

posición 1, 

  -(NH-DX) representa un grupo representado por la 

siguiente fórmula, en la que el átomo de nitrógeno del grupo 

amino en la posición 1 es la posición conectora, 

 20 

 

 

 

 

 25 
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  -GGFG- representa un residuo tetrapéptido de Gly-

Gly-Phe-Gly y -DGGFG- representa un residuo pentapé ptido de 

Asp-Gly-Gly-Phe-Gly. 

  18.  El conjugado anticuerpo-fármaco descrito en 1, 

en donde la porción de la estructura fármaco-enlaza dor que 5 

tiene un fármaco unido a -L 1-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- 

es una estructura fármaco-enlazador seleccionada de l 

siguiente grupo: 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 10 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-15 

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-

DX). 

  Aquí, -(Succinimid-3-il-N)-, -(NH-DX), -GGFG-, y -

DGGFG- son como se describió anteriormente. 20 
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19.  Un conjugado anticuerpo-fármaco que comprende un 

compuesto antitumoral representado por la siguiente  fórmula: 

 

 

 5 

 

 

 

 

conjugado a un anticuerpo anti-HER3 por un enlace t ioéter que 10 

se forma en una porción de enlace de disulfuro pres ente en 

una parte de bisagra del anticuerpo anti-HER3 travé s de un 

enlazador que tiene una estructura representada por  la 

siguiente fórmula: 

  -L 1-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)-. 15 

  Aquí, el anticuerpo anti-HER3 está conectado a la  

terminal de L 1 y el compuesto antitumoral se conecta al grupo 

carbonilo de la porción -(CH 2)n 2-C(=O)-. 

  En la fórmula, n 1 representa un número entero de 0 

a 6, 20 

  n 2 representa un número entero de 0 a 5, 

  L 1 representa -(Succinimid-3-il-N)-(CH 2)n 3-C(=O)-, 

  en donde n 3 representa un número entero de 2 a 8, 

  L 2 representa -NH-(CH 2CH2-O)n 4-CH2CH2-C(=O)- o un 

enlace sencillo, 25 
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  en donde n 4 representa un número entero de 1 a 6, 

  L P representa un residuo de tetrapéptido -GGFG-, 

  L a representa -O- o un enlace sencillo, 

  -(Succinimid-3-il-N)- tiene una estructura 

representada por la siguiente fórmula: 5 

 

 

 

 

que está conectada al anticuerpo anti-HER3 en la po sición 3 10 

del mismo y se une en el átomo de nitrógeno en la p osición 1 

a un grupo metileno en una estructura enlazadora qu e contiene 

esta estructura. 

  20.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

19, en donde n 1 es 3, n 2 es 0, n 3 es 2, L 2 es -NH-(CH 2CH2-O)n 4-15 

CH2CH2-C(=O)-, n 4 es 2, y L a es un enlace sencillo, o 

  n 1 es 1, n 2 es 1, n 3 es 5, L 2 es un enlace sencillo, 

y L a es -O-, o 

  n 1 es 2, n 2 es 1, n 3 es 5, L 2 es un enlace sencillo, 

y L a es -O-. 20 

  21.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

19 ó 20, en donde n 3 es 2 ó 5 y L 2 es un enlace sencillo. 

  22.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

19 ó 20, en donde n 3 es 2 ó 5, L 2 es -NH-(CH 2CH2-O)n 4-CH2CH2-

C(=O)-, y n 4 es 2 ó 4. 25 
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  23.  El conjugado anticuerpo-fármaco descrito en 

cualquiera de 19 a 22, en donde -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- 

es 

  -NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2-O-CH 2-C(=O)-, o 5 

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

  24.  El conjugado anticuerpo-fármaco descrito en 

cualquiera de 19 a 23, en donde la porción de la es tructura 

fármaco-enlazador que tiene un fármaco unido a -L 1-L 2-L P-NH-

(CH2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- es una estructura de fármaco-10 

enlazador seleccionada del siguiente grupo: 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-

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

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

C(=O)-(NH-DX), 15 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-20 

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 25 
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  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-5 

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-(NH-DX); 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-

DX), 

  En lo anterior, -(Succinimid-3-il-N)- tiene una 10 

estructura representada por la siguiente fórmula: 

 

 

 

 15 

que está conectada al anticuerpo anti-HER3 en la po sición 3 

del mismo y está conectada en el átomo de nitrógeno  en la 

posición 1 a un grupo metileno en una estructura en lazadora 

que contiene esta estructura. 

   20 
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-(NH-DX) representa un grupo representado por la si guiente 

fórmula, en la que el átomo de nitrógeno del grupo amino en 

la posición 1 es la posición conectora: 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

  -GGFG- representa un residuo tetrapéptido de Gly-

Gly-Phe-Gly. 

  25.  El conjugado anticuerpo-fármaco descrito en 

cualquiera de 19 a 23, en donde la porción de la es tructura 15 

fármaco-enlazador que tiene un fármaco unido a -L 1-L 2-L P-NH-

(CH2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- es una estructura fármaco-enlazador 

seleccionada del siguiente grupo: 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 20 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX). 

  En lo anterior, -(Succinimid-3-il-N)-, -(NH-DX), y 25 



 23

-GGFG- se definen como antes. 

  26.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

cualquiera de 1 a 25, en donde el número promedio d e unidades 

de la estructura fármaco-enlazador seleccionada con jugada por 

anticuerpo se encuentra en un intervalo de 1 a 10. 5 

  27.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

cualquiera de 1 a 25, en donde el número promedio d e unidades 

de la estructura fármaco-enlazador seleccionada con jugada por 

anticuerpo está en un intervalo de 2-8. 

  28.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 10 

cualquiera de 1 a 25, en donde el número promedio d e unidades 

de la estructura fármaco-enlazador seleccionada con jugada por 

anticuerpo está en un intervalo de 3-8. 

  29.  Un medicamento que comprende el conjugado 

anticuerpo-fármaco de acuerdo con cualquiera de 1 a  28, una 15 

sal del mismo o un hidrato del mismo. 

  30.  Un medicamento antitumoral y/o medicamento 

contra el cáncer que comprende el conjugado anticue rpo-

fármaco de acuerdo con cualquiera de 1 a 28, una sa l del 

mismo o un hidrato del mismo. 20 

  31.  El medicamento antitumoral y/o medicamento 

contra el cáncer de acuerdo con 30, que se aplica a l cáncer 

de pulmón, cáncer de riñón, cáncer urotelial, cánce r 

colorrectal, cáncer de próstata, glioblastoma multi forme, 

cáncer de ovario, cáncer de páncreas, cáncer de mam a, 25 
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melanoma, cáncer de hígado, cáncer de vejiga, cánce r de 

estómago, tumor del estroma gastrointestinal, cánce r 

cervical, cáncer de cabeza y cuello, cáncer de esóf ago, 

cáncer epidermoide, cáncer peritoneal, glioblastoma  

multiforme del adulto, cáncer hepático, carcinoma 5 

hepatocelular, cáncer de colon, cáncer rectal, cánc er de 

colon y rectal, cáncer endometrial, cáncer de útero , cáncer 

salival, cáncer renal, cáncer de vulva, cáncer de t iroides, 

carcinoma hepático, carcinoma de ano o cáncer de pe ne. 

  32.  Una composición farmacéutica que comprende e l 10 

conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo con cualqui era de 1 a 

28, una sal del mismo o un hidrato del mismo como c omponente 

activo, y un componente de formulación farmacéutica mente 

aceptable. 

  33.  La composición farmacéutica de acuerdo 15 

con 32, que se apl ica al cáncer de pulmón, cáncer d e 

riñón, cáncer urotelial, cáncer colorrectal, cáncer  

de próstata, glioblastoma multi forme, cáncer de 

ovario, cáncer de páncreas, cáncer de mama, melanom a, 

cáncer de hígado, cáncer de vejiga, cáncer de 20 

estómago, tumor del estroma gastrointest inal,  cánce r 

cervical,  cáncer de cabeza y cuello, cáncer de 

esófago, cáncer epidermoide, cáncer peritoneal,  

glioblastoma multi forme del adulto, cáncer hepático , 

carcinoma hepatocelular, cáncer de colon, cáncer de  25 
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recto, cáncer de colon y recto, cáncer de endometri o, 

cáncer de útero, cáncer salival, cáncer renal, cánc er 

de vulva, cáncer de t iroides, carcinoma hepático, 

carcinoma de ano o cáncer de pene. 

  34.  Un método para el tratamiento de un 5 

tumor y/o cáncer que comprende administrar el 

conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo con 

cualquiera de 1 a 28, una sal del mismo o un hidrat o 

del mismo. 

  35.  El medicamento de acuerdo con 29, el 10 

medicamento antitumoral y/o medicamento contra el 

cáncer de acuerdo con 30 ó 31, la composición 

farmacéutica de acuerdo con 32 ó 33, o el método de  

tratamiento de acuerdo con 34, que se usa en la 

administración en combinación con un medicamento 15 

adicional.  

  36.  La composición farmacéutica de acuerdo 

con 32 ó 33, que comprende además incluso un 

medicamento adicional como un ingrediente activo. 

  35.  Un método para producir un conjugado de 20 

anticuerpo-fármaco que comprende hacer reaccionar u n 

compuesto representado por la siguiente fórmula: 

  (maleimid-N-il)-(CH 2 )n 3 -C(=O)-L 2 -L P-NH-(CH 2 )n 1 -

L a -(CH 2 )n 2 -C(=O)-(NH-DX) o (maleimid-N-il)-(CH 2 )n 3 -

C(=O)-L 2 -L P-(NH-DX) con un anticuerpo anti-HER3 o un 25 
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derivado reactivo del mismo y conjugar una porción de 

fármaco-enlazador al anticuerpo mediante un método 

para formar un enlace t ioéter en una porción de 

enlace de disulfuro presente en una parte de bisagr a 

del anticuerpo. 5 

  En la fórmula, n 3  representa un número entero 

de 2 a 8, 

  L 2 representa -NH-(CH 2CH2-O)n 4-CH2CH2-C(=O)- o un 

enlace sencillo en donde n 4 representa un número entero de 1 

a 6, 10 

  L P representa un residuo péptido que consiste en 2 

a 7 aminoácidos seleccionados a partir de fenilalan ina, 

glicina, valina, lisina, citrulina, serina, ácido g lutámico y 

ácido aspártico, 

  n 1 representa un número entero de 0 a 6, 15 

  n 2 representa un número entero de 0 a 5, 

  L a representa -O- o un enlace sencillo, 

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

siguiente fórmula y tiene un átomo de nitrógeno com o una 

posición de conexión. 20 

 

 

 

 

  -(NH-DX) representa un grupo representado por la 25 
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siguiente fórmula, en la que el átomo de nitrógeno del grupo 

amino en la posición 1 es la posición conectora: 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

  36.  El método de producción descrito en 35, en 

donde el método para conjugar una porción de fármac o-

enlazador a un anticuerpo anti-HER3 es un método pa ra reducir 

el anticuerpo para su conversión en un derivado rea ctivo. 

  37.  El método de producción descrito en 35 ó 36,  15 

en donde el número promedio de unidades de la estru ctura de 

fármaco-enlazador seleccionada conjugada por anticu erpo está 

en el intervalo de 1-10. 

  38.  El método de producción descrito en 35 ó 36,  

en donde el número promedio de unidades de la estru ctura de 20 

fármaco-enlazador seleccionada conjugada por anticu erpo está 

en el intervalo de 2-8. 

  39.  El método de producción descrito en 35 ó 36,  

en donde el número promedio de unidades de la estru ctura de 

fármaco-enlazador seleccionada conjugada por anticu erpo está 25 



 28

en el intervalo de 3-8. 

  40.  Un conjugado anticuerpo-fármaco obtenido por  

el método de producción de acuerdo con cualquiera d e 35 a 39. 

  41.  Un conjugado anticuerpo-fármaco obtenido 

mediante la formación de un enlace tioéter en un si tio de 5 

enlace de disulfuro presente en una parte de bisagr a de un 

anticuerpo anti-HER3, en donde el anticuerpo anti-H ER3 es 

tratado en una condición reductora y después se hac e 

reaccionar con un compuesto seleccionado del grupo de 

compuestos que se muestra a continuación: 10 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-

(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-

(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-15 

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-

(NH-DX), 20 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-25 
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CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2CH2CH2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 5 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-10 

CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 15 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-20 

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-

CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-CH 2-

C(=O)-(NH-DX), 25 
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  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-CH 2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-

CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-5 

O-CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-(NH-DX ), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-CH2CH2O-C(=O)-GGFG-NH-CH2CH2-C(=O)-(NH -DX), 10 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX ), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-15 

CH2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 20 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-25 
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CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2O-CH2CH2O-

CH2CH2O-CH2CH2O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 5 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 10 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), o 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX). 

  En lo anterior, (maleimid-N-il)- es un grupo 

representado por la siguiente fórmula: 15 

 

 

 

 

que tiene un átomo de nitrógeno como una posición d e 20 

conexión. 

  -(NH-DX) representa un grupo representado por la 

siguiente fórmula, el átomo de nitrógeno del grupo amino en 

la posición 1 siendo una posición de conexión. 

 25 
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 5 

 

 

  -GGFG- representa un residuo tetrapéptido de Gly-

Gly-Phe-Gly y -DGGFG- representa un residuo pentapé ptido de 

Asp-Gly-Gly-Phe-Gly. 10 

  42.  Un conjugado anticuerpo-fármaco obtenido 

mediante la formación de un enlace tioéter en un si tio de 

enlace de disulfuro presente en una parte de bisagr a de un 

anticuerpo anti-HER3, y caracterizado por tratar el  

anticuerpo anti-HER3 con una condición reductora y 15 

posteriormente haciendo reaccionar con un compuesto  

seleccionado del grupo de compuesto que se muestra a 

continuación: 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX ), 20 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-

O-CH2-C(=O)-(NH-DX). 

  En lo anterior, (maleimid-N-il)-, -(NH-DX), y -25 
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GGFG- son como se definió anteriormente. 

  43.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

41 ó 42, en donde un número conjugado promedio de l a 

estructura de fármaco-enlazador seleccionada por an ticuerpo 

está en un intervalo de 1 a 10. 5 

  44.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 

41 ó 42, en donde un número conjugado promedio de l a 

estructura de fármaco-enlazador seleccionada por an ticuerpo 

está en un intervalo de 2 a 8. 

  45.  El conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo c on 10 

41 ó 42, en donde un número conjugado promedio de l a 

estructura de fármaco-enlazador seleccionada por an ticuerpo 

está en un intervalo de 3 a 8. 

  46.  Un medicamento que comprende el conjugado 

anticuerpo-fármaco de acuerdo con cualquiera de 40 a 45, una 15 

sal del mismo o un hidrato del mismo. 

  47.  Un medicamento antitumoral y/o medicamento 

contra el cáncer que comprende el conjugado anticue rpo-

fármaco de acuerdo con cualquiera de 40 a 45, una s al del 

mismo o un hidrato del mismo. 20 

  48.  El medicamento antitumoral y/o medicamento 

contra el cáncer de acuerdo con 47, que se aplica a l cáncer 

de pulmón, cáncer de riñón, cáncer urotelial, cánce r 

colorrectal, cáncer de próstata, el glioblastoma mu ltiforme, 

el cáncer de ovario, cáncer de páncreas, cáncer de mama, 25 
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melanoma, cáncer de hígado, cáncer de vejiga, cánce r de 

estómago, tumor del estroma gastrointestinal, cánce r 

cervical, cáncer de cabeza y cuello, cáncer de esóf ago, 

cáncer epidermoide, cáncer peritoneal, glioblastoma  

multiforme del adulto, cáncer hepático, carcinoma 5 

hepatocelular, cáncer de colon, cáncer rectal, cánc er de 

colon y rectal, cáncer endometrial, cáncer de útero , cáncer 

salival, cáncer renal, cáncer de vulva, cáncer de t iroides, 

carcinoma hepático, carcinoma de ano o cáncer de pe ne. 

  49.  Una composición farmacéutica que comprende e l 10 

conjugado anticuerpo-fármaco de acuerdo con cualqui era de 40 

a 45, una sal del mismo o un hidrato del mismo como  

componente activo, y un componente de formulación 

farmacéuticamente aceptable. 

  50.  La composición farmacéutica de acuerdo con 4 9, 15 

que se aplica al cáncer de pulmón, cáncer de riñón,  cáncer 

urotelial, cáncer colorrectal, cáncer de próstata, 

glioblastoma multiforme, cáncer de ovario, cáncer d e 

páncreas, cáncer de mama, melanoma, cáncer de hígad o, cáncer 

de vejiga, cáncer de estómago, tumor del estroma 20 

gastrointestinal, cáncer cervical, cáncer de cabeza  y cuello, 

cáncer de esófago, cáncer epidermoide, cáncer perit oneal, 

glioblastoma multiforme del adulto, cáncer hepático , 

carcinoma hepatocelular, cáncer de colon, cáncer de  recto, 

cáncer de colon y recto, cáncer de endometrio, cánc er del 25 
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útero, cáncer salival, cáncer renal, cáncer de vulv a, cáncer 

de tiroides, carcinoma hepático, carcinoma de ano o  cáncer de 

pene. 

  51.  Un método para el tratamiento de un tumor y/ o 

cáncer que comprende la administración del conjugad o 5 

anticuerpo-fármaco de acuerdo con cualquiera de 40 a 45, una 

sal del mismo o un hidrato del mismo. 

  52.  El medicamento de acuerdo con 46, el 

medicamento antitumoral y/o medicamento contra el c áncer de 

acuerdo con 47 ó 48, la composición farmacéutica de  acuerdo 10 

con 49 ó 50, o el método de tratamiento de acuerdo con 51, 

que se usa en la administración en combinación con un 

medicamento adicional. 

  53.  La composición farmacéutica de acuerdo con 4 9 

ó 50, que comprende además incluso un medicamento a dicional 15 

como un ingrediente activo. 

  Efectos adecuados de la invención 

  Con un conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco que  

tiene un compuesto antitumoral exatecano conjugado a través 

de un enlazador con una estructura específica, se p uede 20 

lograr un excelente efecto antitumoral y seguridad.  

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

  La Figura 1 muestra la secuencia de aminoácidos d e 

longitud completa de una cadena pesada del anticuer po anti-

HER3 humano U1-59 (SEQ ID NO: 583). 25 
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  La Figura 2 muestra la secuencia de aminoácidos d e 

longitud completa de una cadena ligera del anticuer po anti-

HER3 humano U1-59 (SEQ ID NO: 584). 

  La Figura 3 muestra la intensidad de fluorescenci a 

media de HCC1569 tratado con diluciones en serie de  U1-59 o 5 

cada conjugado anticuerpo-fármaco.  Los valores de Kd y Bmax 

fueron calculados usando Software GraphPad Prism. 

  La Figura 4 muestra que células A549 se cultivaro n 

durante 2 días con U1-59 o conjugados anticuerpo-fá rmaco 

variados.  HER3 o HER3 fosforilado se evaluó por We stern 10 

Blot.  pan-Actina se detectó como un control de 

electroforesis. 

  La figura 5 muestra un valor promedio de reducció n 

en la expresión HER3 en la superficie de células HC C1569 

tratadas con U1-59 o cada conjugado anticuerpo-fárm aco (37C 15 

("C" representa "grados Celsius"), 1 hr). 

  Las Figuras 6A-6B muestran los resultados de una 

prueba sobre la inhibición de señales mitogénicas o  de 

supervivencia por cada conjugado anticuerpo HER3-fá rmaco en 

una línea de cáncer de mama humano (HCC1569).  La F igura 6A 20 

muestra el crecimiento o supervivencia celular deri vados del 

conjugado anticuerpo-fármaco en presencia de 10% de  FBS.  Los 

datos se indican por media +/- desviación estándar de 

triplicados.  La ordenada representa un valor de 

luminiscencia que indica la actividad ATP de cada m uestra.  25 
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La abscisa representa la concentración de cada conj ugado 

anticuerpo-fármaco.  La Figura 6B muestra el porcen taje de 

reducción en la luminiscencia causado por el tratam iento con 

conjugado anticuerpo-fármaco cuando la luminiscenci a de un 

grupo no tratado se definió como 100%. 5 

  Las Figuras 7A-7B muestran los resultados de una 

prueba sobre la inhibición de señales mitogénicas o  

supervivencia por cada conjugado anticuerpo HER3-fá rmaco en 

una línea de cáncer de mama humano (MDA-MB 453).  L a Figura 

7A muestra el crecimiento o supervivencia celular d erivados 10 

del conjugado anticuerpo-fármaco en presencia de 10 % de FBS.  

La ordenada representa un valor de luminiscencia qu e indica 

la actividad ATP de cada muestra.  La abscisa repre senta la 

concentración de cada conjugado anticuerpo-fármaco.   Los 

datos se indican por media +/- desviación estándar de 15 

triplicados.  La Figura 7B muestra la velocidad de reducción 

de la luminiscencia causada por el tratamiento con conjugado 

anticuerpo-fármaco cuando la luminiscencia de un gr upo no 

tratado se definió como 100%. 

  Las Figuras 8A-8B muestran los resultados de una 20 

prueba sobre la inhibición de señales mitogénicas o  

supervivencia por cada conjugado anticuerpo HER3-fá rmaco en 

una línea de melanoma humano (A375).  La Figura 8A muestra el 

crecimiento o supervivencia celular derivados del c onjugado 

anticuerpo-fármaco en presencia de 10% de FBS.  La ordenada 25 
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representa un valor de luminiscencia que indica la actividad 

ATP de cada muestra.  La abscisa representa la conc entración 

de cada conjugado anticuerpo-fármaco.  Los datos se  indican 

por media +/- desviación estándar de triplicados.  La Figura 

8B muestra el porcentaje de reducción en la luminis cencia 5 

causado por el tratamiento conjugado anticuerpo-fár maco 

cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se d efinió 

como 100%. 

  Las Figuras 9A-9B muestran los resultados de una 

prueba sobre la inhibición de señales mitogénicas o  10 

supervivencia por cada conjugado anticuerpo HER3-fá rmaco en 

una línea de cáncer colorrectal humano (HT29).  La Figura 9A 

muestra el crecimiento o supervivencia celular deri vados del 

conjugado anticuerpo-fármaco en presencia de 10% de  FBS.  La 

ordenada representa un valor de luminiscencia que i ndica la 15 

actividad ATP de cada muestra.  La abscisa represen ta la 

concentración de cada conjugado anticuerpo-fármaco.   Los 

datos se indican por media +/- desviación estándar de 

triplicados.  La Figura 9B muestra la tasa de reduc ción de la 

luminiscencia causada por el tratamiento conjugado 20 

anticuerpo-fármaco cuando la luminiscencia de un gr upo no 

tratado se definió como 100%. 

  Las Figuras 10A-10B muestran los resultados de un a 

prueba sobre la inhibición de señales mitogénicas o  de 

supervivencia por cada conjugado anticuerpo HER3-fá rmaco en 25 
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una línea de cáncer de pulmón humano (A549).  La Fi gura 10A 

muestra el crecimiento o supervivencia celular deri vados del 

conjugado anticuerpo-fármaco en presencia de 10% de  FBS.  La 

ordenada representa un valor de luminiscencia que i ndica la 

actividad ATP de cada muestra.  La abscisa represen ta la 5 

concentración de cada conjugado anticuerpo-fármaco.   Los 

datos se indican por media +/- desviación estándar de 

triplicados.  La Figura 10B muestra el porcentaje d e 

reducción en la luminiscencia causado por el tratam iento 

conjugado anticuerpo-fármaco cuando la luminiscenci a de un 10 

grupo no tratado se definió como 100%. 

  Las Figura 11 muestra los resultados de la 

comparación de la tasa de inhibición del crecimient o o 

supervivencia celular entre el conjugado anticuerpo -fármaco 

(3) y el conjugado anticuerpo-fármaco (4).  El diag rama de la 15 

izquierda muestra la tasa de inhibición del crecimi ento o 

supervivencia celular derivados del conjugado antic uerpo-

fármaco en presencia de 10% de FBS.  La ordenada re presenta 

la luminiscencia que indica la actividad ATP de cad a muestra.  

La abscisa representa la concentración de cada conj ugado 20 

anticuerpo-fármaco.  Los datos se indican por media  +/- 

desviación estándar de triplicados.  El diagrama de  la 

derecha muestra la comparación de la tasa de reducc ión de la 

luminiscencia causada por el tratamiento conjugado 

anticuerpo-fármaco entre alta carga de fármaco (HDL ) y media 25 
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carga de fármaco (MDL) cuando la luminiscencia de u n grupo no 

tratado se definió como 100%. 

  La Figura 12 muestra los resultados de la 

comparación de la tasa de inhibición del crecimient o o la 

supervivencia celular entre el conjugado anticuerpo -fármaco 5 

(10) y el conjugado anticuerpo-fármaco (11).  El di agrama de 

la izquierda muestra la tasa de inhibición del crec imiento o 

supervivencia celular derivados del conjugado antic uerpo-

fármaco en presencia de 10% de FBS.  La ordenada re presenta 

la luminiscencia que indica la actividad ATP de cad a muestra.  10 

La abscisa representa la concentración de cada conj ugado 

anticuerpo-fármaco.  Los datos se indican por media  +/- 

desviación estándar de triplicados.  El diagrama de  la 

derecha muestra la comparación de la tasa de reducc ión de la 

luminiscencia causada por el tratamiento conjugado 15 

anticuerpo-fármaco entre alta carga de fármaco (HDL ) y media 

carga de fármaco (MDL) cuando la luminiscencia de u n grupo no 

tratado se definió como 100%. 

  La Figura 13 muestra los resultados de la 

comparación de la tasa de inhibición del crecimient o o la 20 

supervivencia celular entre el conjugado anticuerpo -fármaco 

(13) y el conjugado anticuerpo-fármaco (14).  El di agrama de 

la izquierda muestra la tasa de inhibición del crec imiento o 

supervivencia celular derivados del conjugado antic uerpo-

fármaco en presencia de 10% de FBS.  La ordenada re presenta 25 
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la luminiscencia que indica la actividad ATP de cad a muestra.  

La abscisa representa la concentración de cada conj ugado 

anticuerpo-fármaco.  Los datos se indican por media  +/- 

desviación estándar de triplicados.  El diagrama de  la 

derecha muestra la comparación de la tasa de reducc ión de la 5 

luminiscencia causada por el tratamiento conjugado 

anticuerpo-fármaco entre alta carga de fármaco (HDL ) y media 

carga de fármaco (MDL) cuando la luminiscencia de u n grupo no 

tratado se definió como 100%. 

  La Figura 14 muestra los resultados de una prueba  10 

antitumoral de cáncer de mama humano (HCC1569) usan do el 

conjugado anticuerpo-fármaco (3), (10), o (13).  La  ordenada 

representa un volumen promedio del tumor.  La absci sa 

representa el número de días desde el trasplante de  células.  

Todos los valores se indican mediante la desviación  estándar 15 

de la media +/-.  El volumen del tumor inicial y el  peso 

inicial del ratón se analizaron sobre la base de da tos 

descriptivos (desviación media y desviación estánda r) usando 

Microsoft Excel 2009. 

  La Figura 15 muestra los resultados de una prueba  20 

antitumoral de melanoma humano (HT-144) usando el c onjugado 

anticuerpo-fármaco (3), (10), o (13).  La ordenada representa 

un volumen promedio del tumor.  La abscisa represen ta el 

número de días desde el trasplante de células.  Tod os los 

valores se indican mediante la desviación estándar de la 25 
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media +/-.  El volumen del tumor inicial y el peso inicial 

del ratón se analizaron sobre la base de datos desc riptivos 

(desviación media y desviación estándar) usando Mic rosoft 

Excel 2009. 

  La Figura 16 muestra los resultados de una prueba  5 

antitumoral de cáncer de mama humano (MDA-MB-453) u sando el 

conjugado anticuerpo-fármaco (3), (10), o (13).  La  ordenada 

representa un volumen medio del tumor.  La abscisa representa 

el número de días de administración.  Todos los val ores se 

indican mediante la desviación estándar de la media  +/-.  El 10 

volumen del tumor inicial y el peso inicial del rat ón se 

analizaron sobre la base de datos descriptivos (des viación 

media y desviación estándar) usando Microsoft Excel  2009. 

  La Figura 17 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea humana de cáncer colorrectal ( HT-29) 15 

usando el conjugado anticuerpo-fármaco (3), (10), o  (13).  La 

ordenada representa un volumen medio del tumor.  La  abscisa 

representa el número de días de administración.  To dos los 

valores se indican mediante la desviación estándar de la 

media +/-.  El volumen del tumor inicial y el peso inicial 20 

del ratón se analizaron sobre la base de datos desc riptivos 

(desviación media y desviación estándar) usando Mic rosoft 

Excel 2009. 

  La Figura 18 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de pulmón humano (A5 49) usando 25 
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el conjugado anticuerpo-fármaco (3), (10), o (13).  La 

ordenada representa un volumen medio del tumor.  La  abscisa 

representa el número de días desde el trasplante de  células.  

Todos los valores se indican mediante la desviación  estándar 

de la media +/-.  El volumen del tumor inicial y el  peso 5 

inicial del ratón se analizaron sobre la base de da tos 

descriptivos (desviación media y desviación estánda r) usando 

Microsoft Excel 2009. 

  La figura 19 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de mama humana tripl e negativa 10 

(MDA-MB-468) usando el conjugado anticuerpo-fármaco  (13).  La 

ordenada representa un volumen medio del tumor.  La  abscisa 

representa el número de días desde el trasplante de  células.  

Todos los valores se indican mediante la desviación  estándar 

de la media +/-.  El volumen del tumor inicial y el  peso 15 

inicial del ratón se analizaron sobre la base de da tos 

descriptivos (desviación media y desviación estánda r) usando 

Microsoft Excel 2009. 

  La Figura 20 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de mama luminal huma no (MCF-7) 20 

usando el conjugado anticuerpo-fármaco (16a).  La o rdenada 

representa un volumen medio del tumor.  La abscisa representa 

el número de días desde el trasplante de células.  Todos los 

valores se indican mediante la desviación estándar de la 

media +/-.  El volumen del tumor inicial y el peso inicial 25 
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del ratón se analizaron sobre la base de datos desc riptivos 

(desviación media y desviación estándar) usando Mic rosoft 

Excel 2009. 

  La Figura 21 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de melanoma humano (WM-266-4) usando el 5 

conjugado anticuerpo-fármaco (16a).  La ordenada re presenta 

un volumen medio del tumor.  La abscisa representa el número 

de días desde el trasplante de células.  Todos los valores se 

indican mediante la desviación estándar de la media  +/-.  El 

volumen del tumor inicial y el peso inicial del rat ón se 10 

analizaron sobre la base de datos descriptivos (des viación 

media y desviación estándar) usando Microsoft Excel  2009. 

  La Figura 22 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de ovario humano (OV CAR-8) 

usando el conjugado anticuerpo-fármaco (16a).  La o rdenada 15 

representa un volumen medio del tumor.  La abscisa representa 

el número de días desde el trasplante de células.  Todos los 

valores se indican mediante la desviación estándar de la 

media +/-.  El volumen del tumor inicial y el peso inicial 

del ratón se analizaron sobre la base de datos desc riptivos 20 

(desviación media y desviación estándar) usando Mic rosoft 

Excel 2009. 

  La Figura 23 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de vejiga humano (SW -780) 

usando el conjugado anticuerpo-fármaco (16a).  La o rdenada 25 
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representa un volumen medio del tumor.  La abscisa representa 

el número de días desde el trasplante de células.  Todos los 

valores se indican mediante la desviación estándar de la 

media +/-.  El volumen del tumor inicial y el peso inicial 

del ratón se analizaron sobre la base de datos desc riptivos 5 

(desviación media y desviación estándar) usando Mic rosoft 

Excel 2009. 

  La figura 24 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de mama humano (MDA- MB-453) 

usando el conjugado anticuerpo-fármaco (16a).  La o rdenada 10 

representa un volumen medio del tumor.  La abscisa representa 

el número de días desde el trasplante de células.  Todos los 

valores se indican mediante la desviación estándar de la 

media +/-.  El volumen del tumor inicial y el peso inicial 

del ratón se analizaron sobre la base de datos desc riptivos 15 

(desviación media y desviación estándar) usando Mic rosoft 

Excel 2009. 

  La figura 25 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de mama humano (MDA- MB-453) 

usando el conjugado anticuerpo-fármaco (16a).  La o rdenada 20 

representa un volumen medio del tumor.  La abscisa representa 

el número de días desde el trasplante de células.  Todos los 

valores se indican mediante la desviación estándar de la 

media +/-.  El volumen del tumor inicial y el peso inicial 

del ratón se analizaron sobre la base de datos desc riptivos 25 
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(desviación media y desviación estándar) usando Mic rosoft 

Excel 2009. 

  La Figura 26 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de mama humano (JIMT -1) usando 

el conjugado anticuerpo-fármaco (15).  La ordenada representa 5 

un volumen medio del tumor.  La abscisa representa el número 

de días desde el trasplante de células.  Todos los valores se 

indican mediante la desviación estándar de la media  +/-.  El 

volumen del tumor inicial y el peso inicial del rat ón se 

analizaron sobre la base de datos descriptivos (des viación 10 

media y desviación estándar) usando Microsoft Excel  2009. 

  La figura 27 muestra los resultados de una prueba  

antitumoral de línea de cáncer de pulmón humano (PC 9) usando 

el conjugado anticuerpo-fármaco (16a).  La ordenada  

representa un volumen medio del tumor.  La abscisa representa 15 

el número de días desde el trasplante de células.  Todos los 

valores se indican mediante la desviación estándar de la 

media +/-.  El volumen del tumor inicial y el peso inicial 

del ratón se analizaron sobre la base de datos desc riptivos 

(desviación media y desviación estándar) usando Mic rosoft 20 

Excel 2009. 

  Las Figuras 28A-28B muestran los resultados de un a 

prueba antitumoral de línea de cáncer de mama human o triple 

negativo (MDA-MB-468) usando el conjugado anticuerp o-fármaco 

(16a).  La ordenada representa un volumen medio del  tumor.  25 
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La abscisa representa el número de días desde el tr asplante 

de células.  Todos los valores se indican mediante la 

desviación estándar de la media +/-.  El volumen de l tumor 

inicial y el peso inicial del ratón se analizaron s obre la 

base de datos descriptivos (desviación media y desv iación 5 

estándar) usando Microsoft Excel 2009. 

  Las Figuras 29A-29B muestran los resultados de un a 

prueba antitumoral de línea de cáncer de cabeza y c uello 

humano (Fadu) usando el conjugado anticuerpo-fármac o (16a).  

La ordenada representa un volumen medio del tumor.  La 10 

abscisa representa el número de días desde el trasp lante de 

células.  Todos los valores se indican mediante la desviación 

estándar de la media +/-.  El volumen del tumor ini cial y el 

peso inicial del ratón se analizaron sobre la base de datos 

descriptivos (desviación media y desviación estánda r) usando 15 

Microsoft Excel 2009. 

  Las Figuras 30A-30B muestra los resultados de una  

prueba antitumoral usando una sección de tumor deri vada de 

paciente de cáncer de estómago humano (NIBIO-G016) y el 

conjugado anticuerpo-fármaco (16a).  La ordenada re presenta 20 

un volumen medio del tumor.  La abscisa representa el número 

de días desde el trasplante de células.  Todos los valores se 

indican mediante la desviación estándar de la media  +/-.  El 

volumen del tumor inicial y el peso inicial del rat ón se 

analizaron sobre la base de datos descriptivos (des viación 25 
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media y desviación estándar) usando Microsoft Excel  2009. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

  De aquí en adelante, las modalidades preferidas 

para llevar a cabo la presente invención se explica n en vista 

de las figuras.  Mientras tanto, las modalidades ex plicadas a 5 

continuación son los ejemplos de las modalidades 

representativas de la presente invención y el alcan ce de la 

presente invención no deberá interpretarse estrecha mente con 

base en ellas. 

  La presente invención proporciona un conjugado de  10 

proteína de unión a HER3-fármaco.  Preferiblemente,  la 

proteína de unión a HER3 de la invención es una pro teína de 

andamiaje que tiene un anticuerpo como la actividad  de unión 

o un anticuerpo, es decir, un anticuerpo anti-HER3.  

  El conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la 15 

presente invención es un medicamento antitumoral en  donde un 

anticuerpo anti-HER3 se conjuga con un compuesto an titumoral 

a través de una porción de estructura enlazadora y se explica 

en detalle a continuación. 

  En el contexto de la presente invención, el térmi no 20 

"proteína de andamiaje", como se usa aquí, signific a un 

polipéptido o proteína con áreas superficiales expu estas en 

las que inserciones, sustituciones o supresiones de  

aminoácidos son altamente tolerables.  Ejemplos de proteínas 

de andamiaje que se pueden usar de acuerdo con la p resente 25 
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invención son la proteína A de Staphylococcus aureus, la 

proteína de unión a bilina de Pieris brassicae u otras 

lipocalinas, proteínas de repetición de anquirina y  

fibronectina humana (revisado en Binz y Plucktun, C urr Opin 

Biotechnol, 16, 459-69).  La ingeniería de una prot eína de 5 

andamiaje puede ser considerada como injertar o int egrar una 

función de afinidad sobre o en el marco estructural  de una 

proteína plegada de manera estable.  Función de afi nidad 

significa una afinidad de unión a proteína de acuer do con la 

presente invención.  Un andamiaje puede ser estruct uralmente 10 

separable de las secuencias de aminoácidos que conf ieran 

especificidad de unión.  En general, las proteínas que 

parecen adecuadas para el desarrollo de tales react ivos de 

afinidad artificiales se pueden obtener por técnica s de 

ingeniería de proteínas racionales, o más comúnment e, 15 

combinatorias, tales como tamizando contra HER3, ya  sea 

proteína purificada o proteína que aparece en la su perficie 

celular, para los agentes de unión en una bibliotec a de 

andamiaje artificial que se muestre in vitro, habilidades que 

son conocidas en la técnica (Skerra, J. Mol. Recog. , 2000;  20 

Binz y Plucktun, 2005).  Además, una proteína de an damiaje 

que tenga una actividad de unión tipo anticuerpo pu ede ser 

derivada de un polipéptido aceptor que contenga el dominio de 

andamiaje, que puede ser injertado con dominios de unión de 

un polipéptido donante para conferir la especificid ad de 25 
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unión del polipéptido donante en el dominio de anda miaje que 

contenga el polipéptido aceptor.  Dichos dominios d e unión 

insertados pueden ser, por ejemplo, la región deter minante de 

la complementariedad (CDR) de un anticuerpo, en par ticular, 

un anticuerpo anti-HER3.  La inserción se puede rea lizar 5 

mediante diversos métodos conocidos por los experto s en la 

técnica, incluyendo, por ejemplo, la síntesis de 

polipéptidos, síntesis de ácido nucleico de un amin oácido de 

codificación, así por varias formas de métodos reco mbinantes 

bien conocidos por los expertos en la técnica. 10 

  Anticuerpo 

  Además, el término "anticuerpo" o "anticuerpo ant i-

HER3", como se usa aquí, significa un anticuerpo mo noclonal, 

un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinant e, un 

anticuerpo humanizado (Jones et al., Nature 321 (19 86), 522-15 

525; Riechmann et al., Nature 332 (1988), 323-329; y Presta, 

Curr. Op. Struct. Biol. 2 (1992), 593-596), un anti cuerpo 

quimérico (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81 

(1984), 6851-6855), un anticuerpo humano y un antic uerpo 

completamente humano (Tomizuka, K. et al., Nature G enetics 20 

(1997) 16, p.133-143; Kuroiwa, Y. et al, Nucl. Acid s Res. 

(1998) 26, p. 3447-3448; Yoshida, H. et al., Animal  Cell 

Technology: Basic and Applied Aspects, vol. 10, p. 69-73 

(Kitagawa, Y., Matsuda, T. y Iijima, S. eds.), Kluw er 

Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. et al., Pro c. Natl. 25 
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Acad. Sci. U.S.A. (2000) 97, p. 722-727, Publicació n 

Internacional No. WO 2007/077028, etc.), un anticue rpo 

multiespecífico (por ejemplo, un anticuerpo biespec ífico) 

formado a partir de al menos dos anticuerpos, o un fragmento 

de anticuerpo de los mismos.  El término "fragmento  de 5 

anticuerpo" comprende cualquier porción de los anti cuerpos 

mencionados anteriormente, preferiblemente su regió n de unión 

al antígeno o regiones variables.  Ejemplos de frag mentos de 

anticuerpo incluyen fragmentos Fab, fragmentos Fab' , 

fragmentos F(ab’) 2, fragmentos Fv, diacuerpos (Hollinger et 10 

al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90 (1993), 6444- 6448), 

moléculas de anticuerpo de cadena individual (Pluck tun en: 

The Pharmacology of Monoclonal Antibodies 113, Rose nburg y 

Moore, EDS, Springer Verlag, N.Y. (1994), 269-315) y otros 

fragmentos, siempre que presenten la capacidad dese ada de la 15 

unión a HER3. 

  Además, el término "anticuerpo" o "anticuerpo ant i-

HER3", como se usa en este documento, puede incluir  moléculas 

tipo anticuerpo que contengan subdominios diseñados  de 

anticuerpos o variantes de anticuerpos de origen na tural.  20 

Estas moléculas tipo anticuerpo pueden ser anticuer pos de un 

solo dominio, tales como de sólo dominio VH o sólo dominio VL 

derivados ya sea a partir de fuentes naturales tale s como 

camélidos (Muildermans et al., Reviews in Molecular  

Biotechnology 74, 277-302) o por medio de presentac ión in 25 
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vitro de bibliotecas humanas, de camélidos o de otras 

especies (Holt et al., Trends Biotechnol., 21, 484- 90). 

  De acuerdo con la presente invención, el "fragmen to 

Fv" es el fragmento de anticuerpo mínimo que contie ne un 

sitio de reconocimiento y unión a antígeno completo .  Esta 5 

región consiste en un dímero de un dominio variable  de la 

cadena pesada y ligera en estrecha asociación no co valente.  

Es en esta configuración que las tres CDR de cada d ominio 

variable interactúan para definir un sitio de unión  al 

antígeno en la superficie del dímero V H-V L.  Colectivamente, 10 

las seis CDRs confieren especificidad de unión a an tígeno al 

anticuerpo.  Sin embargo, incluso un único dominio variable 

(o la mitad de un Fv que comprende sólo tres CDRs e specíficas 

para un antígeno) tiene la capacidad de reconocer y  unirse al 

antígeno, aunque normalmente a una afinidad menor q ue el 15 

sitio de unión completo. 

  El "fragmento Fab" también contiene el dominio 

constante de la cadena ligera y el primer dominio c onstante 

(CH1) de la cadena pesada.  El "fragmento Fab" se d iferencia 

del "fragmento Fab 1" por la adición de unos pocos residuos en 20 

el extremo carboxi terminal del dominio de cadena p esada CH1 

que incluye una o más cisteínas de la región bisagr a del 

anticuerpo.  El "fragmento F(ab') 2" originalmente se produce 

como un par de "fragmentos Fab'" que tienen cisteín as bisagra 

entre ellos.  Los métodos para preparar esos fragme ntos de 25 
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anticuerpo, tales como la digestión con papaína o p epsina, se 

conocen por los expertos en la técnica. 

  En otra modalidad preferida de la presente 

invención, el anticuerpo anti-HER3 de la invención es un 

anticuerpo anti-HER3 dirigido contra el dominio ext racelular 5 

(ECD) de HER3. 

  El anticuerpo anti-HER3 usado en un conjugado 

anticuerpo anti-HER3-fármaco de la presente invenci ón puede 

derivarse de cualquier especie.  Ejemplos preferido s de la 

especie pueden incluir humanos, ratas, ratones y co nejos.  El 10 

anticuerpo anti-HER3 derivado de otra especie que n o es la 

humana es, preferiblemente, quimerizado o humanizad o usando 

una técnica bien conocida.  El anticuerpo de la pre sente 

invención puede ser un anticuerpo policlonal o un a nticuerpo 

monoclonal y es preferiblemente un anticuerpo monoc lonal. 15 

  El anticuerpo anti-HER3 puede ser aquellos que se an 

capaces de atacar a las células tumorales y por lo tanto 

posea la propiedad de ser capaz de reconocer célula s 

tumorales, la propiedad de ser capaz de unirse a la s células 

tumorales, la propiedad de ser internalizado en las  células 20 

tumorales, y actividad citocida frente a las célula s 

tumorales, etc.  El anticuerpo anti-HER3 puede conj ugarse con 

un compuesto que tenga actividad antitumoral a trav és de un 

enlazador para formar un conjugado anticuerpo-fárma co. 

  La actividad de unión del anticuerpo contra las 25 
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células tumorales se puede confirmar mediante citom etría de 

flujo.  La internalización del anticuerpo en las cé lulas 

tumorales puede confirmarse usando (1) un ensayo de  

visualizar un anticuerpo incorporado en las células  bajo un 

microscopio de fluorescencia usando un anticuerpo s ecundario 5 

(marcado con fluorescencia) que se una al anticuerp o 

terapéutico (Cell Death and Differentiation (2008) 15, 751-

761), (2) un ensayo de medición de la cantidad de 

fluorescencia incorporada en las células usando un anticuerpo 

secundario (marcado con fluorescencia) que se una a l 10 

anticuerpo terapéutico (Molecular Biology of the Ce ll, Vol. 

15, 5268-5282, diciembre de 2004 ), o (3) un ensayo  de Mab-

ZAP usando una inmunotoxina que se una al anticuerp o 

terapéutico en donde la toxina sea liberada tras su  

incorporación en las células para inhibir el crecim iento 15 

celular (Bio Techniques 28: 162-165, enero de 2000) .  Una 

proteína de un complejo recombinante de un dominio catalítico 

de toxina de la difteria y proteína G puede ser usa do como la 

inmunotoxina. 

  La actividad antitumoral del anticuerpo se puede 20 

confirmar in vitro mediante la determinación de la actividad 

inhibitoria contra el crecimiento celular.  Por eje mplo, una 

línea celular de cáncer que sobreexprese una proteí na 

objetivo para el anticuerpo se cultiva, y se añade el 

anticuerpo en concentraciones variables al sistema de cultivo 25 
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para determinar la actividad inhibidora frente a la  formación 

de focos, la formación de colonias y el crecimiento  de 

esferoides.  La actividad antitumoral puede confirm arse  in 

vivo, por ejemplo, mediante la administración del antic uerpo 

a un ratón desnudo con una línea celular de tumor 5 

trasplantada que exprese altamente la proteína obje tivo, y 

determinando el cambio en las células cancerosas (t umorales). 

  Ya que el compuesto conjugado en el conjugado 

anticuerpo-fármaco ejerce un efecto antitumoral, se  prefiere 

pero no es esencial que el propio anticuerpo deba t ener un 10 

efecto antitumoral.  Con el fin de ejercer la citot oxicidad 

del compuesto antitumoral específica y selectivamen te para 

células tumorales, es importante y también preferid o que el 

anticuerpo debe tener la propiedad de ser internali zado para 

migrar en las células tumorales. 15 

  El anticuerpo anti-HER3 se puede obtener usando u n 

método llevado a cabo por lo general en la técnica,  que 

implica la inmunización de los animales con un poli péptido 

antigénico y la recolección y purificación de los a nticuerpos 

producidos in vivo.  El origen del antígeno no se limita a 20 

los seres humanos y los animales pueden ser inmuniz ados con 

un antígeno derivado de un animal no humano tal com o un ratón 

o una rata y similares.  En este caso, la reactivid ad cruzada 

de los anticuerpos que se unen al antígeno heterólo go 

obtenido con antígenos humanos puede ser probada pa ra la 25 
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detección de un anticuerpo aplicable a una enfermed ad humana. 

  Como alternativa, células productoras de 

anticuerpos que producen anticuerpos contra el antí geno se 

fusionan con células de mieloma de acuerdo con un m étodo 

conocido en la técnica (por ejemplo, Kohler y Milst ein, 5 

Nature (1975) 256, p. 495-497; y Kennet, R. ed., Mo noclonal 

Antibodies, p. 365-367, Plenum Press, NY (1980)) pa ra 

establecer hibridomas, de los cuales a su vez puede n ser 

obtenidos anticuerpos monoclonales. 

  El antígeno se puede obtener al manipular 10 

genéticamente células hospederas para producir un g en que 

codifique para la proteína antigénica.  Específicam ente, 

vectores que permiten la expresión del gen de antíg eno se 

preparan y se transfieren a las células hospederas de manera 

que el gen sea expresado.  El antígeno así expresad o se puede 15 

purificar.  El anticuerpo también se puede obtener mediante 

el uso de un método que implica inmunizar animales con las 

células que expresan al antígeno genéticamente mani puladas o 

una línea celular con un antígeno expresado. 

  El anticuerpo anti-HER3 se puede obtener por medi os 20 

conocidos en la técnica. 

  El anticuerpo anti-HER3 que se puede usar en la 

presente invención no está particularmente limitado  y es 

deseablemente, por ejemplo, cualquiera de los antic uerpos que 

tienen propiedades como los descritos a continuació n. 25 
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  (1) Un anticuerpo anti-HER3 que tiene las 

siguientes propiedades: 

   (a) se une específicamente a HER3 y/o 

   (b) tiene la actividad de internalizarse en 

células que expresan HER3 a través de la unión a HE R3. 5 

  (2) El anticuerpo de acuerdo con (1), en donde el  

anticuerpo se une al dominio extracelular de HER3. 

  (3) El anticuerpo de acuerdo con (1) o (2), en 

donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. 

  (4) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1 ) 10 

a (3), en donde el anticuerpo tiene actividad de 

citotoxicidad mediada por células dependientes de a nticuerpos 

(ADCC) y/o actividad de citotoxicidad dependiente d el 

complemento (CDC). 

  (5) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1 ) 15 

a (4), en donde el anticuerpo es un anticuerpo mono clonal de 

ratón, un anticuerpo monoclonal quimérico, un antic uerpo 

monoclonal humanizado o un anticuerpo (monoclonal) humano o 

completamente humano. 

  (6) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1 ) 20 

a (5), en donde el anticuerpo es un anticuerpo mono clonal 

humanizado que comprende una cadena pesada que comp rende la 

secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO : 1 y una 

cadena ligera que comprende la secuencia de aminoác idos 

representada por SEQ ID NO: 2. 25 
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  (7) El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de (1 ) 

a (6), en donde el anticuerpo carece de un residuo de lisina 

en la C-terminalarboxi de la cadena pesada. 

  (8) El anticuerpo de acuerdo con (7), en donde el  

anticuerpo comprende una región variable de la cade na pesada 5 

representada por la secuencia de aminoácidos repres entada por 

SEQ ID NO: 70 y una región variable de la cadena li gera 

representada por la secuencia de aminoácidos repres entada por 

SEQ ID NO : 72. 

  (9) Un anticuerpo obtenido por un método para 10 

producir el anticuerpo de acuerdo con cualquiera de  (1) a 

(8), comprendiendo el método las etapas de: cultiva r una 

célula hospedera transformada con un vector de expr esión que 

comprende un polinucleótido que codifica para el an ticuerpo; 

y recoger el anticuerpo de interés a partir de los cultivos 15 

obtenidos en la etapa anterior. 

  En lo sucesivo, se describirá el anticuerpo anti-

HER3 usado en la presente invención. 

  En la presente memoria, los términos "cáncer" y 

"tumor" se usan indistintamente. 20 

  En la presente descripción, el término "gen" 

incluye no sólo ADN sino su ARNm, ADNc y ARNc del m ismo. 

  En la presente memoria, el término "polinucleótid o" 

se usa indistintamente con un ácido nucleico y tamb ién 

incluye ADN, ARN, sondas, oligonucleótidos y cebado res. 25 
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  En la presente memoria, los términos "polipéptido " 

y "proteína" se usan indistintamente. 

  En la presente memoria, el término "célula" tambi én 

incluye células en individuos animales y células cu ltivadas. 

  En la presente memoria, el término "HER3" se usa de 5 

forma intercambiable con proteína HER3. 

  En la presente memoria, el término "CDR" signific a 

una región determinante de la complementariedad (CD R).  Una 

molécula de anticuerpo es conocida por tener tres C DRs en 

cada una de las cadenas pesada y ligera.  CDRs, tam bién 10 

llamadas dominios hipervariables, se encuentran en las 

regiones variables de las cadenas pesada y ligera d el 

anticuerpo.  Estos sitios tienen una estructura pri maria 

particularmente muy variable y se separan en tres p osiciones 

en las respectivas estructuras primarias de hebras de 15 

polipéptidos de cadena pesada y ligera.  En la pres ente 

memoria, las CDRs de anticuerpos se conocen como CD RH1, CDRH2 

y CDRH3 desde la terminal amino de la secuencia de 

aminoácidos de la cadena pesada en cuanto a CDRs de  la cadena 

pesada y como CDRL1, CDRL2 y CDRL3 desde la termina l amino de 20 

la secuencia de aminoácidos de la cadena ligera en cuanto a 

CDRs de la cadena ligera.  Estos sitios son proxima les entre 

sí en la estructura tridimensional y determinan la 

especificidad para el antígeno que será unido. 

  En la presente invención, la frase "hibridar en 25 
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condiciones rigurosas" se refiere a hibridación a 6 8ºC en una 

solución de hibridación disponible en el mercado Ex pressHyb 

Hybridization Solution (fabricada por Clontech Labo ratories, 

Inc.), o la hibridación identificable bajo condicio nes que 

implican la hibridación a 68ºC en presencia de NaCl  0.7 a 1.0 5 

M usando un filtro de ADN inmovilizado, seguido de lavado a 

68ºC usando 0.1 a 2 × solución SSC (1 × SSC se compone de 

NaCl 150 mM y citrato de sodio 15 mM), o hibridació n bajo 

condiciones equivalentes a las mismas. 

  1.  HER3 10 

  El receptor de factor de crecimiento epidérmico 

humano 3 (HER3, también conocido como ErbB3) es una  proteína 

tirosina cinasa receptora y pertenece al subfamilia  de 

receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR)  de 

proteínas tirosina cinasas receptoras, que también incluyen 15 

HER1 (también conocido como EGFR), HER2, y HER4.  H ER3 es un 

receptor transmembrana y consta de un dominio extra celular de 

unión al ligando (ECD), un dominio de dimerización en el ECD, 

un dominio transmembrana, un dominio intracelular d e proteína 

tirosina cinasa (TKD) y un dominio de fosforilación  C-20 

terminal.  HER3 se ha encontrado que se sobreexpres a en 

varios tipos de cáncer tales como cánceres de mama,  

gastrointestinal y pancreático.  Se ha demostrado u na 

correlación entre la expresión de HER2/HER3 y la pr ogresión 

de una etapa no invasiva a una invasiva. 25 
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  La proteína HER3 usado en la presente invención s e 

puede usar después de la purificación directa a par tir de 

células de mamífero humano o no humano (rata, ratón , etc.) 

que expresan HER3 o se puede usar mediante la prepa ración de 

fracciones de membrana celular de las células.  Com o 5 

alternativa, HER3 se puede sintetizar in vitro o puede ser 

producido a partir de células hospederas por ingeni ería 

genética.  En la ingeniería genética, específicamen te, ADNc 

de HER3 se integra en vectores que permiten la expr esión del 

mismo, y HER3 se puede expresar después por síntesi s en una 10 

solución que contenga las enzimas necesarias para 

transcripción y traducción, sustratos y sustancias 

energéticas o por transformación de otras células p rocariotas 

hospederas o células eucariotas hospederas para pro ducir la 

proteína.  Como alternativa, las células que expres an HER3 15 

manipuladas genéticamente descritas anteriormente, o una 

línea celular con HER3 expresado pueden usarse como  la 

proteína HER3. 

  Una secuencia de ARN, una secuencia de ADNc, y un a 

secuencia de aminoácidos de HER3 están disponibles en bases 20 

de datos públicas, y pueden ser referidas por el nú mero de 

registro tal como AAA35979 (precursor que incluye u na 

secuencia señal que consiste en el residuo de amino ácido 19 

de la terminal amino), M34309 (NCBI), por ejemplo. 

  La anterior secuencia de aminoácidos de HER3 se 25 
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compone de una secuencia de aminoácidos que se some te a 

sustituciones, supresiones, adiciones y/o insercion es de por 

lo menos un aminoácido, y proteínas que tienen una actividad 

biológica equivalente a la de la proteína también s e incluyen 

en HER3. 5 

  2.  Producción de anticuerpo anti HER3 

  El anticuerpo contra HER3 de la presente invenció n 

se puede obtener mediante la inmunización de un ani mal con 

HER3 o un polipéptido arbitrario seleccionado de la  secuencia 

de aminoácidos de HER3, y recolectando y purificand o el 10 

anticuerpo producido in vivo de acuerdo con un método por lo 

general llevado a cabo en la técnica.  Las especies  

biológicas de HER3 para ser usadas como un antígeno  no se 

limitan a ser humanas, y un animal puede ser inmuni zado con 

HER3 derivado de un animal que no sea el ser humano  tal como 15 

un ratón o una rata.  En este caso, mediante el exa men de la 

reactividad cruzada entre un anticuerpo que se une al HER3 

heterólogo obtenido y HER3 humano, un anticuerpo ap licable a 

una enfermedad humana puede ser seleccionado. 

  Además, un anticuerpo monoclonal se puede obtener  20 

de un hibridoma establecido por la fusión de célula s 

productoras de anticuerpos que produzcan un anticue rpo contra 

HER3 con células de mieloma de acuerdo con un métod o conocido 

(por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, (1975) 256 , pp. 495-

497; Kennet, R. ed, Monoclonal Antibodies, pp. 365- 367, 25 
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Plenum Press, N.Y. (1980)). 

  HER3 para ser usado como un antígeno puede 

obtenerse mediante la expresión del gen HER3 en una  célula 

hospedera usando ingeniería genética. 

  Específicamente, se produce un vector capaz de 5 

expresar el gen HER3, y el vector resultante se tra nsfecta en 

una célula hospedera para expresar el gen, y luego se 

purifica el HER3 expresado. 

  También es posible usar células que expresen HER3  

obtenidas por ingeniería genética o una línea celul ar que 10 

exprese HER3 como proteína HER3.  En lo que sigue, se explica 

específicamente un método para obtener un anticuerp o contra 

HER3. 

  (1) Preparación de antígeno 

  Ejemplos del antígeno a usarse para la producción  15 

del anticuerpo antiHER3 incluyen HER3, un polipépti do 

consiste en una secuencia de aminoácidos parcial qu e 

comprende al menos 6 aminoácidos consecutivos de HE R3, y un 

derivado obtenido mediante la adición de una secuen cia de 

aminoácidos dada o vehículo a la misma. 20 

  HER3 se puede purificar directamente a partir de 

tejidos tumorales o células tumorales humanos y usa rse.  

Además, HER3 se puede obtener sintetizándolo in vitro o 

produciéndolo en una célula hospedera mediante inge niería 

genética. 25 
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  Con respecto a la ingeniería genética, 

específicamente, después de que ADNc de HER3 se int egra en un 

vector capaz de expresar ADNc de HER3, HER3 se pued e obtener 

sintetizándolo en una solución que contenga una enz ima, un 

sustrato y una sustancia de energía requerida para la 5 

transcripción y traducción, o mediante la expresión  de HER3 

en otra célula hospedera procariota o eucariota tra nsformada. 

  Además, el antígeno también se puede obtener como  

una proteína secretora mediante la expresión de una  proteína 

de fusión obtenida ligando el dominio extracelular de HER3, 10 

que es una proteína de membrana, a la región consta nte de un 

anticuerpo en un sistema anfitrión-vector apropiado . 

  ADNc de HER3 se puede obtener, por ejemplo, 

mediante un denominado método de PCR en donde una r eacción en 

cadena de la polimerasa (referida como "PCR"; ver S aiki, R. 15 

K., et al, Science, (1988) 239, pp. 487-489) se lle va a cabo 

usando una biblioteca de ADNc que expresa ADNc de H ER3 como 

plantilla y cebadores que amplifican específicament e ADNc de 

HER3. 

  Como la síntesis in vitro del polipéptido, por 20 

ejemplo, Rapid Translation System (RTS) fabricado p or Roche 

Diagnostics, Inc. se puede ejemplificar, pero no se  limita a 

ello. 

  Ejemplos de las células hospederas procariotas 

incluyen Escherichia coli y Bacillus subtilis.  Con el fin de 25 
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transformar las células hospederas con un gen objet ivo, las 

células hospederas se transforman mediante un vecto r 

plasmídico que comprende un replicón, es decir, un origen de 

replicación derivado de una especie compatible con el 

anfitrión, y una secuencia reguladora.  Además, el vector 5 

tiene preferiblemente una secuencia capaz de impone r 

selectividad fenotípica en la célula transformada. 

  Ejemplos de las células hospederas eucariotas 

incluyen células de vertebrados, células de insecto s y 

células de levadura.  Como las células de vertebrad os, por 10 

ejemplo, se usan a menudo células COS de simio (Glu zman, Y., 

Cell, (1981) 23, pp. 175-182, ATCC CRL-1650; ATCC: American 

Type Culture Collection), fibroblastos murinos NIH3 T3 (ATCC 

No. CRL-1658), y cepas deficientes en dihidrofolato  reductasa 

(Urlaub, G. y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci.  USA 15 

(1980) 77, pp. 4126-4220) de células de ovario de h ámster 

chino (células CHO; ATCC: CCL-61) y similares, sin embargo, 

las células no se limitan a las mismas. 

  El transformante así obtenido puede cultivarse de  

acuerdo con un método llevado a cabo usualmente en la 20 

técnica, y por el cultivo del transformante, un pol ipéptido 

objetivo se produce intracelularmente o extracelula rmente. 

  Un medio adecuado para ser usado para el cultivo 

puede seleccionarse de entre diversos medios de cul tivo 

usados comúnmente dependiendo de las células hosped eras 25 
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empleadas.  Si se emplea Escherichia coli, por ejemplo, se 

puede usar un medio LB complementado con un antibió tico tal 

como ampicilina o IPMG según sea necesario. 

  Una proteína recombinante producida 

intracelularmente o extracelularmente por el transf ormante a 5 

través de tal cultivo puede separarse y purificarse  mediante 

cualquiera de diversos métodos de separación conoci dos que 

usan la propiedad física o química de la proteína. 

  Ejemplos específicos de los métodos incluyen el 

tratamiento con un precipitante de proteína común, 10 

ultrafiltración, varios tipos de cromatografía líqu ida tales 

como cromatografía de tamiz molecular (filtración e n gel), 

cromatografía de adsorción, cromatografía de interc ambio 

iónico, y cromatografía de afinidad, diálisis, y un a 

combinación de los mismos. 15 

  Además, mediante la fijación de una etiqueta de 

seis residuos de histidina a una proteína recombina nte que 

será expresa, la proteína se puede purificar de man era 

eficiente con una columna de afinidad a níquel.  Co mo 

alternativa, uniendo la región Fc de IgG a una prot eína 20 

recombinante que será expresada, la proteína se pue de 

purificar de manera eficiente con una columna de pr oteína A. 

  Mediante la combinación de los métodos descritos 

anteriormente, una gran cantidad de un polipéptido objetivo 

puede producirse fácilmente con alto rendimiento y alta 25 
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pureza. 

  También es posible usar el propio transformante 

arriba mencionado como un antígeno.  También es pos ible usar 

una línea celular que exprese HER3 como un antígeno .  

Ejemplos de la línea celular incluyen.  Sin embargo , siempre 5 

y cuando HER3 sea expresado, no se limita a esas lí neas 

celulares. 

  (2) Producción de anticuerpo monoclonal anti-HER3  

  Ejemplos de la unión específica de anticuerpo a 

HER3 incluyen una unión específica de anticuerpo mo noclonal a 10 

HER3, y un método para obtener el anticuerpo es com o se 

describe a continuación. 

  La producción de un anticuerpo monoclonal 

generalmente requiere los siguientes pasos operativ os de: 

  (a) purificar un biopolímero usado como un antíge no 15 

o preparación de células que expresan el antígeno; 

  (b) preparar células productoras de anticuerpos 

mediante la inmunización de un animal por inyección  del 

antígeno, toma de la sangre, el ensayo de su título  de 

anticuerpos para determinar cuando se extirpe el ba zo; 20 

  (c) preparar células de mieloma (denominadas en 

adelante como "mieloma"); 

  (d) fusionar las células productoras de anticuerp os 

con el mieloma; 

  (e) seleccionar un grupo de hibridomas que 25 
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produzcan un anticuerpo deseado; 

  (f) dividir los hibridomas en clones de células 

individuales (clonación); 

  (g) opcionalmente, cultivar el hibridoma o criar un 

animal implantado con el hibridoma para producir un a gran 5 

cantidad de un anticuerpo monoclonal; 

  (h) examinar el anticuerpo monoclonal producido d e 

este modo para la actividad biológica y especificid ad de 

unión, o ensayar el mismo para propiedades como un reactivo 

marcado; y similares. 10 

  En lo sucesivo, se describirá el método de 

producción de un anticuerpo monoclonal en detalle s iguiendo 

los pasos anteriores, sin embargo, el método no se limita al 

mismo, y, por ejemplo, se pueden usar células produ ctoras de 

anticuerpos que no sean células de bazo y mieloma. 15 

  (a) Purificación de antígeno 

  Como el antígeno, puede usarse HER3 preparado por  

el método como el descrito anteriormente o un pépti do parcial 

del mismo. 

  Además, una fracción de membrana preparada a part ir 20 

de células recombinantes que expresen HER3 o las cé lulas 

recombinantes que expresen al propio HER3, y tambié n un 

péptido parcial de la proteína de la invención sint etizado 

químicamente por un método conocido para los expert os en la 

técnica también se puede usar como el antígeno. 25 



 69

  Además, una línea celular que exprese HER3 puede 

también ser usada como un antígeno. 

  (B) Preparación de células productoras de 

anticuerpos 

  El antígeno obtenido en la etapa (a) se mezcla co n 5 

un adyuvante tal como adyuvante completo o incomple to de 

Freund o sulfato de aluminio potasio y la mezcla re sultante 

se usa como un inmunógeno para inmunizar un animal 

experimental.  En un método alternativo, un animal de ensayo 

es inmunizado con células que expresan el antígeno como 10 

inmunógeno.  Como el animal experimental, cualquier  animal 

usado en un método de producción de hibridoma conoc ido puede 

ser usado sin ningún problema.  Específicamente, po r ejemplo, 

un ratón, una rata, una cabra, ovejas, ganado, un c aballo, o 

similares puede ser usado.  Sin embargo, desde el p unto de 15 

vista de la facilidad de disponibilidad de células de mieloma 

que van a fusionarse con las células productoras de  

anticuerpos extraídos, un ratón o una rata se usa 

preferiblemente como el animal a inmunizar. 

  Además, la cepa de un ratón o una rata a ser usad a 20 

no está particularmente limitada, y en el caso de u n ratón, 

por ejemplo, se pueden usar diversas cepas tales co mo A, AKR, 

BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA, F L, HT, 

HT1, LP, NZB, NZW, RF, R III, SJL, SWR, WB y 129 y similares, 

y en el caso de una rata, por ejemplo, se pueden us ar Wistar, 25 



 70

Low, Lewis, Sprague, Dawley, ACI, BN, Fischer y sim ilares. 

  Estos ratones y ratas están disponibles 

comercialmente de los criadores/distribuidores de a nimales de 

experimentación, por ejemplo, CLEA Japan, Inc. y Ch arles 

River Laboratories Japan, Inc. 5 

  Como el animal a inmunizar, en consideración de l a 

compatibilidad de fusión con células de mieloma des critas a 

continuación, en el caso de un ratón, cepa BALB/c, y en el 

caso de una rata, cepas Wistar y Low son particular mente 

preferidas. 10 

  Además, tomando en cuenta la homología antigénica  

entre los seres humanos y los ratones, también se p refiere el 

uso de un ratón que tenga disminución de la función  biológica 

para eliminar autoanticuerpos, es decir, un ratón c on una 

enfermedad autoinmune. 15 

  La edad de tal ratón o rata en el momento de la 

inmunización es preferiblemente de 5 a 12 semanas d e edad, 

más preferentemente 6 a 8 semanas de edad. 

  Con el fin de inmunizar un animal con HER3 o un 

recombinante del mismo, por ejemplo, pueden usarse un método 20 

conocido descrito en detalle en, por ejemplo, Weir,  D. M., 

Handbook of Experimental Immunology Vol. I. II. III ., 

Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987); K abat, E. 

A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Ch arles C 

Tomas Publisher Springfield, Illinois (1964) o simi lares. 25 
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  Entre estos métodos de inmunización, un método 

específico preferido en la invención es, por ejempl o, como 

sigue. 

  Es decir, primero, una fracción de proteína de 

membrana que actúa como antígeno o células hechas e xpresar el 5 

antígeno es/son administrados por vía intradérmica o 

intraperitoneal a un animal.  Sin embargo, se prefi ere la 

combinación de ambas vías de administración para au mentar la 

eficiencia de la inmunización, y cuando la administ ración 

intradérmica se realiza en la primera mitad y la 10 

administración intraperitoneal se realiza en la últ ima mitad 

o sólo en la última mitad de la dosificación, la ef iciencia 

de inmunización puede aumentar particularmente. 

  El esquema de administración del antígeno varía 

dependiendo del tipo de animal que se inmunizará, l a 15 

diferencia individual o similares.  Sin embargo, en  general, 

se prefiere un esquema de administración en el que la 

frecuencia de administración del antígeno es de 3 a  6 veces y 

el intervalo de dosificación es de 2 a 6 semanas, y  se 

prefiere más un esquema de administración en donde la 20 

frecuencia de administración del antígeno es de 3 a  4 veces y 

el intervalo de dosificación es de 2 a 4 semanas. 

  Además, la dosis del antígeno varía dependiendo d el 

tipo de animal, diferencias individuales o similare s, sin 

embargo, la dosis generalmente se establece en 0.05  a 5 mg, 25 



 72

preferiblemente alrededor de 0.1 a 0.5 mg. 

  Una inmunización de refuerzo se realiza 1 a 6 

semanas, preferiblemente de 1 a 4 semanas, más 

preferiblemente de 1 a 3 semanas después de la admi nistración 

del antígeno como se describió anteriormente.  Cuan do el 5 

inmunógeno es una célula, se usan 1 ×106 a 1 ×107 células. 

  La dosis del antígeno en el momento de llevar a 

cabo la inmunización de refuerzo varía dependiendo del tipo o 

tamaño de los animales o similares, sin embargo, en  el caso 

de, por ejemplo, un ratón, la dosis se ajusta en ge neral a de 10 

0.05 a 5 mg, preferiblemente 0.1 a 0.5 mg, más 

preferiblemente de aproximadamente 0.1 a 0.2 mg.  C uando el 

inmunógeno es una célula, se usan 1 ×106 a 1 ×107 células. 

  Las células de bazo o linfocitos, incluyendo las 

células productoras de anticuerpos se retiran asépt icamente 15 

del animal inmunizado 1 a 10 días, preferiblemente de 2 a 5 

días, más preferiblemente de 2 a 3 días después de la 

inmunización de refuerzo.  En este momento, se mide  el título 

de anticuerpos, y si un animal que tiene un título de 

anticuerpos suficientemente incrementado se usa com o una 20 

fuente de suministro de las células productoras de 

anticuerpos, el procedimiento posterior se puede ll evar a 

cabo de manera más eficiente. 

  Ejemplos del método para medir el título de 

anticuerpos para ser usados aquí incluyen un método  de RIA y 25 
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un método de ELISA, pero el método no se limita a e llos.  Por 

ejemplo, si se emplea un método de ELISA, la medici ón de los 

títulos de anticuerpos en la invención se puede lle var a cabo 

de acuerdo con los procedimientos que se describen a 

continuación. 5 

  Primero, un antígeno purificado o parcialmente 

purificado se adsorbe a la superficie de una fase s ólida tal 

como una placa de 96 pocillos para ELISA, y la supe rficie de 

la fase sólida que no tiene antígeno adsorbido a la  misma se 

cubre con una proteína no relacionada con el antíge no, tal 10 

como albúmina de suero bovino (denominada en lo suc esivo como 

"BSA").  Después de lavar la superficie, ésta se po ne en 

contacto con una muestra diluida en serie (por ejem plo, suero 

de ratón) como anticuerpo primario para permitir qu e el 

anticuerpo en la muestra se una al antígeno. 15 

  Además, como un anticuerpo secundario, se añade u n 

anticuerpo marcado con una enzima contra un anticue rpo de 

ratón y se deja que se una al anticuerpo de ratón.  Después 

del lavado, se añade un sustrato para la enzima y s e mide un 

cambio en la absorbancia que se produce debido al d esarrollo 20 

de color inducido por la degradación del sustrato o  similar, 

y el título de anticuerpos se calcula basándose en la 

medición. 

  La separación de las células productoras de 

anticuerpos a partir de las células de bazo o linfo citos del 25 
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animal inmunizado se puede llevar a cabo de acuerdo  con un 

método conocido (por ejemplo, Kohler et al., Nature  (1975), 

256, p. 495; Kohler et al., Eur. J. Immunol. (1977) , 6, p. 

511; Milstein et al., Nature (1977), 266, p. 550; W alsh, 

Nature (1977), 266, p. 495).  Por ejemplo, en el ca so de 5 

células del bazo, se puede emplear un método genera l en el 

que las células productoras de anticuerpos se separ an 

homogeneizando el bazo para producir las células a través de 

filtración con una malla de acero inoxidable y susp ender las 

células en medio esencial mínimo de Eagle (MEM). 10 

  (c) Preparación de células de mieloma (en adelant e 

denominadas "mieloma") 

  Las células de mieloma que se usarán para la fusi ón 

de células no están particularmente limitadas y las  células 

adecuadas pueden seleccionarse de las líneas de cél ulas 15 

conocidas.  Sin embargo, en consideración de la con veniencia 

cuando un hibridoma se seleccione de células fusion adas, se 

prefiere usar una cepa deficiente en HGPRT (hipoxan tina-

guanina fosforribosil transferasa) cuyo procedimien to de 

selección se ha establecido. 20 

  Más específicamente, ejemplos de la cepa deficien te 

en HGPRT incluyen X63-Ag8 (X63), NS1-ANS/1 (NS1), P 3X63-

Ag8.U1 (P3U1), X63-Ag8.653 (X63.653), SP2/0 -Ag14 ( SP2/0), 

MPC11-45.6TG1.7 (45.6TG), FO, S149/5XXO, y BU.1 der ivadas de 

ratones; 210.RSY3.Ag.1.2.3 (Y3) derivada de ratas; y U266AR 25 
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(SKO-007), GM1500 • GTG-A12 (GM1500), UC729-6, LICR-LOW-HMy2 

(HMy2) y 8226AR/NIP4-1 (NP41) derivadas de humanos.   Estas 

cepas deficientes en HGPRT están disponibles de, po r ejemplo, 

ATCC o similares. 

  Estas cepas celulares se subcultivan en un medio 5 

apropiado tal como un medio de 8-azaguanina [un med io 

obtenido por la adición de 8-azaguanina a un medio RPMI 1640 

suplementado con glutamina, 2-mercaptoetanol, genta micina y 

suero de ternero fetal (denominado en lo sucesivo c omo 

"FBS")], de Medio de Dulbecco Modificado por Iscove ; IMDM), o 10 

medio de Eagle modificado por Dulbecco (en lo suces ivo 

denominado "DMEM").  En este caso, 3 a 4 días antes  de 

realizar la fusión celular, las células se subculti van en un 

medio normal por ejemplo, un medio ASF104 (fabricad o por 

Ajinomoto Co., Ltd.) que contiene 10% de FCS para a segurar no 15 

menos de 2 x 10 7 células en el día de la fusión celular. 

  (d) Fusión celular 

  La fusión entre las células productoras de 

anticuerpos y las células de mieloma puede llevarse  a cabo 

apropiadamente de acuerdo con un método conocido (W eir, D. M. 20 

Handbook of Experimental Immunology Vol I. II. III. , 

Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987); K abat, E. 

A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Ch arles C 

Tomas Publisher, Springfield, Illinois (1964), etc. ), en 

condiciones tales que la tasa de supervivencia de l as células 25 
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no se reduzca excesivamente. 

  Como un método tal, por ejemplo, puede usarse un 

método químico en el cual las células productoras d e 

anticuerpos y las células de mieloma se mezclen en una 

solución que contenga un polímero tal como polietil englicol a 5 

una alta concentración, un método físico que use es timulación 

eléctrica, o similares.  Entre estos métodos, un ej emplo 

específico del método químico es como se describe a  

continuación. 

  Es decir, en el caso en que se usa polietilenglic ol 10 

en la solución que contiene un polímero en una alta  

concentración, las células productoras de anticuerp os y las 

células de mieloma se mezclan en una solución de 

polietilenglicol que tiene un peso molecular de 150 0 a 6000, 

más preferiblemente 2000-4000 a una temperatura de 30 a 40ºC, 15 

preferiblemente de 35 a 38°C durante 1 a 10 minutos , 

preferiblemente de 5 a 8 minutos. 

  (e) Selección de un grupo de hibridomas 

  El método de selección de hibridomas obtenidos 

mediante la fusión celular descrita anteriormente n o está 20 

particularmente limitado.  Por lo general, se usa u n método 

de selección con HAT (hipoxantina, aminopterina, ti midina) 

(Kohler et al., Nature (1975), 256, p. 495; Milstei n et al., 

Nature (1977), 266 p 550). 

  Este método es eficaz cuando los hibridomas se 25 
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obtienen usando las células de mieloma de una cepa deficiente 

en HGPRT que no puede sobrevivir en presencia de 

aminopterina.  Es decir, mediante el cultivo de las  células 

no fusionadas e hibridomas en un medio HAT, solamen te a 

hibridomas resistentes a aminopterina se les permit e 5 

selectivamente sobrevivir y proliferar. 

  (f) División en clon de una sola célula (clonació n) 

  Como un método de clonación para hibridomas, se 

puede usar un método conocido tal como un método de  

metilcelulosa, un método de agarosa suave, o un mét odo de 10 

dilución limitante (ver, por ejemplo, Barbara, B. M . y 

Stanley, M. S.: Selected Metods in Cellular Immunol ogy, W. H. 

Freeman and Company, San Francisco (1980)).  Entre estos 

métodos, en particular, se peude usar un método de cultivo en 

tres dimensiones tal como un método de metilcelulos a.  Por 15 

ejemplo, el grupo de hibridomas producidos por fusi ón de 

células se suspenden en un medio de metilcelulosa t al como 

medio de selección D ClonaCell-HY Selection (fabric ado por 

StemCell Technologies, inc., # 03804) y se cultiva.   Luego, 

las colonias de hibridomas formadas se recogen, con  lo cual 20 

se pueden obtener los hibridomas monoclonales.  Las  

respectivas colonias de hibridoma recogidas se cult ivan, y un 

hibridoma que se haya confirmado que tenga un títul o de 

anticuerpo estable en un sobrenadante de cultivo de l 

hibridoma obtenido se selecciona como una cepa de h ibridoma 25 
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monoclonal que produce el anticuerpo anti-HER3. 

  (g) Preparación de anticuerpo monoclonal por 

cultivo de hibridoma 

  Al cultivar el hibridoma así seleccionado, un 

anticuerpo monoclonal se puede obtener de manera ef iciente.  5 

Sin embargo, antes del cultivo, se prefiere llevar a cabo la 

detección de un hibridoma que produzca un anticuerp o 

monoclonal objetivo. 

  En tal detección, un método conocido puede ser 

empleado. 10 

  La medición de los títulos de anticuerpos en la 

invención puede llevarse a cabo mediante, por ejemp lo, un 

método de ELISA explicado en el punto (b) descrito 

anteriormente. 

  El hibridoma obtenido por el método descrito 15 

anteriormente se puede almacenar en un estado conge lado en 

nitrógeno líquido o en un congelador a -80ºC o deba jo. 

  Después de concluir la clonación, el medio se 

cambia de un medio HT a un medio normal, y el hibri doma se 

cultiva. 20 

  Cultivo a gran escala se realiza mediante cultivo  

de rotación usando una botella de cultivo de gran t amaño o 

por cultivo giratorio.  A partir del sobrenadante o btenido 

por el cultivo a gran escala, un anticuerpo monoclo nal que se 

una específicamente a la proteína de la invención p uede 25 
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obtenerse por purificación usando un método conocid o para los 

expertos en la técnica tales como filtración en gel . 

  Además, el hibridoma se inyecta en la cavidad 

abdominal de un ratón de la misma cepa que el hibri doma (por 

ejemplo, la BALB/c descrita anteriormente) o un rat ón Nu/Nu 5 

para proliferar el hibridoma, por lo que las asciti s que 

contienen una gran cantidad del anticuerpo monoclon al de la 

invención se pueden obtener. 

  En el caso en donde el hibridoma se administra en  

la cavidad abdominal, si un aceite mineral tal como  10 

2,6,10,14-tetrametil pentadecano (pristano) se admi nistra de 

3 a 7 días antes de ella, se puede obtener una mayo r cantidad 

de la ascitis. 

  Por ejemplo, un inmunosupresor se inyecta 

previamente en la cavidad abdominal de un ratón de la misma 15 

cepa que el hibridoma para inactivar las células T.   Veinte 

días después, 10 6 a 10 7 células del clon de hibridoma se 

suspenden en un medio libre de suero (0.5 mL), y la  

suspensión se administra en la cavidad abdominal de l ratón.  

En general, cuando el abdomen se expande y se llena  de la 20 

ascitis, la ascitis se recoge del ratón.  Por este método, el 

anticuerpo monoclonal se puede obtener a una concen tración 

que sea alrededor de 100 veces o mucho más alta que  en la 

solución de cultivo. 

  El anticuerpo monoclonal obtenido por el método 25 
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descrito anteriormente se puede purificar por un mé todo 

descrito en, por ejemplo, Weir, D. M.: Handbook of 

Experimental Immunology Vol. I, II, III, Blackwell Scientific 

Publications, Oxford (1978). 

  El anticuerpo monoclonal así obtenido tiene alta 5 

especificidad de antígeno para HER3. 

  (h) Ensayo de anticuerpo monoclonal 

  El isotipo y subclase del anticuerpo monoclonal 

obtenido de este modo se pueden determinar de la si guiente 

manera. 10 

  Primero, ejemplos del método de identificación 

incluyen un método Ouchterlony, un método ELISA, y un método 

RIA. 

  Un método Ouchterlony es simple, pero cuando la 

concentración del anticuerpo monoclonal es baja, se  requiere 15 

una operación de condensación. 

  Por otra parte, cuando se usa un método ELISA o u n 

método RIA, haciendo reaccionar directamente el sob renadante 

del cultivo con una fase sólida de antígeno adsorbi do y 

usando anticuerpos correspondientes a diversos tipo s de 20 

isotipos y subclases de inmunoglobulinas como antic uerpos 

secundarios, el isotipo y subclase del anticuerpo m onoclonal 

pueden ser identificados. 

  Además, como un método más simple, también se pue de 

usar un kit de identificación comercialmente dispon ible (por 25 



 81

ejemplo, Mouse Typer Kit fabricado por Bio-Rad Labo ratories, 

Inc.) o similares. 

  Además, la determinación cuantitativa de una 

proteína puede realizarse por el método de Folin Lo wry y un 

método de cálculo basado en la absorbancia a 280 nm  [1.4 (OD 5 

280) = Inmunoglobulina 1 mg/mL]. 

  Además, incluso cuando el anticuerpo monoclonal s e 

obtiene de forma es separada e independiente realiz ando de 

nuevo las etapas de (a) a (h) en (2), es posible pr oducir un 

anticuerpo que tiene una actividad citotóxica equiv alente a 10 

la del anticuerpo anti-HER3.  Como un ejemplo de ta l 

anticuerpo, un anticuerpo que se une al mismo epíto po que el 

anticuerpo anti-HER3 puede ejemplificarse.  Si un a nticuerpo 

monoclonal recién producido se une a un péptido par cial o una 

estructura terciaria parcial a la que se una el ant icuerpo 15 

anti-HER3, se puede determinar que el anticuerpo mo noclonal 

se une al mismo epítopo que el anticuerpo anti-HER3 .  Además, 

mediante la confirmación de la competición por el a nticuerpo 

monoclonal para la unión del anticuerpo anti-HER3 a  HER3 (la 

unión entre el anticuerpo anti-HER3 y HER3 es inter ferida por 20 

el anticuerpo monoclonal), se puede determinar que el 

anticuerpo monoclonal se une al mismo epítopo que e l 

anticuerpo anti-HER3 a pesar de que una secuencia o  

estructura específica del epítopo no haya sido iden tificada.  

Una vez que se confirmó que el epítopo es el mismo,  se espera 25 
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firmemente que el anticuerpo monoclonal tenga la mi sma 

capacidad de unión a antígeno o actividad biológica  que el 

anticuerpo anti-HER3. 

  (3) Otros anticuerpos 

  El anticuerpo de la invención incluye no sólo el 5 

anticuerpo monoclonal descrito anteriormente contra  HER3 sino 

también un anticuerpo recombinante obtenido mediant e la 

modificación artificial con el fin de disminuir la 

antigenicidad heteróloga para humanos tal como un a nticuerpo 

quimérico, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo  humano.  10 

Estos anticuerpos pueden producirse usando un métod o 

conocido. 

  Como el anticuerpo quimérico, puede ejemplificars e 

un anticuerpo en donde las regiones variables y con stantes 

del anticuerpo se derivan de diferentes especies, p or 15 

ejemplo, un anticuerpo quimérico en donde una regió n variable 

de anticuerpo derivado de ratón o rata está conecta da a una 

región constante derivada de humano (véase Proc. Na tl. Acad. 

Sci. USA, 81, 6851-6855, (1984)). 

  Como el anticuerpo humanizado, se puede 20 

ejemplificar un anticuerpo obtenido mediante la int egración 

de solamente una región determinante de la compleme ntariedad 

(CDR) en un anticuerpo derivado de ser humano (ver Nature 

(1986) 321, pp. 522-525), y un anticuerpo obtenido mediante 

el injerto de una parte de los residuos de aminoáci do del 25 



 83

marco, así como la secuencia de CDR a un anticuerpo  humano 

por un método de injerto de CDR (WO 90/07861). 

  El término "varios" tal como se usa aquí se refie re 

a 1 a 10, 1 a 9, 1 a 8, 1 a 7, 1 a 6, 1 a 5, 1 a 4,  1 a 3, ó 

1 ó 2. 5 

  De acuerdo con la presente invención, ha de 

entenderse, que la secuencia de aminoácidos de la p roteína de 

unión de la invención no se limita a los veinte ami noácidos 

convencionales (Ver Immunology - A Syntesis (2 a Edition, E. 

S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Su nderland, 10 

Mass. (1991)), que se incorpora aquí como referenci a).  Por 

ejemplo, los aminoácidos pueden incluir estereoisóm eros (por 

ejemplo, D-aminoácidos) de los veinte aminoácidos 

convencionales, aminoácidos no naturales tales como  

aminoácidos alfa-,alfa-disustituidos, N-alquil amin oácidos, 15 

ácido láctico, y otros aminoácidos no convencionale s.  

Ejemplos de aminoácidos no convencionales, que tamb ién pueden 

ser componentes adecuados para la proteína de unión  de la 

invención, incluyen: 4-hidroxiprolina, gamma-

carboxiglutamato, épsilon-N,N,N-trimetillisina, éps ilon-N-20 

acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-

formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina,  sigma-N-

metilarginina, y otros aminoácidos e iminoácidos si milares, 

por ejemplo, 4-hidroxiprolina. 

  Como la sustitución de aminoácidos en esta 25 
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descripción, se prefiere una sustitución de aminoác idos 

conservadora.  Sustitución de aminoácidos conservad ora se 

refiere a una sustitución que se presenta dentro de  un grupo 

de aminoácidos relacionado con cadenas laterales de  

aminoácidos.  Los grupos de aminoácidos preferidos son los 5 

siguientes: un grupo ácido (ácido aspártico y ácido  

glutámico); un grupo básico (lisina, arginina, e hi stidina); 

un grupo no polar (alanina, valina, leucina, isoleu cina, 

prolina, fenilalanina, metionina y triptófano); y u na familia 

polar sin carga (glicina, asparagina, glutamina, ci steína, 10 

serina, treonina y tirosina).  Grupos de aminoácido s más 

preferidos son los siguientes: un grupo hidroxi ali fático 

(serina y treonina); un grupo que contiene amida (a sparagina 

y glutamina); un grupo alifático (alanina, valina, leucina, e 

isoleucina); y un grupo aromático (fenilalanina, tr iptófano y 15 

tirosina).  Tal sustitución de aminoácidos se lleva  a cabo 

preferiblemente dentro de un rango que no altere la s 

propiedades de una sustancia que tiene la secuencia  de 

aminoácidos inicial.  Cuando las cadenas pesada y l igera del 

anticuerpo de la presente invención tienen el gluta mato como 20 

el aminoácido N-terminal, se pueden ciclar (en la f orma de 

piroglutamato).  En la presente invención, tal piro glutamato 

no se diferencia de glutamina normal sobre secuenci as de 

aminoácidos.  En las cadenas pesada y ligera del an ticuerpo 

de la presente invención, la cisteína puede estar e n forma de 25 
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cisteinilo.  En la presente invención, tal forma ci steinilo 

no se diferencia de cisteína normal sobre secuencia s de 

aminoácidos. 

  Además, el anticuerpo de la invención incluye un 

anticuerpo humano que se une al HER3.  Un anticuerp o humano 5 

contra HER3 se refiere a un anticuerpo humano que t iene 

solamente una secuencia génica de un anticuerpo der ivado de 

un cromosoma humano.  El anticuerpo anti HER3 human o se puede 

obtener por un método que use un ratón productor de  

anticuerpo humano que tenga un fragmento de cromoso ma humano 10 

que comprenda genes de la cadena pesada y ligera de  un 

anticuerpo humano (véase Tomizuka, K. et al., Natur e Genetics 

(1997) 16, pp. 133-143; Kuroiwa, Y. et al., Nucl. A cids Res. 

(1998) 26, pp. 3447-3448; Yoshida, H. et al., Anima l Cell 

Technology: Basic and Applied Aspects vol 10, pp. 6 9-73 15 

(Kitagawa, Y., Matuda, T. y Iijima, S. eds.), Kluwe r Academic 

Publishers, 1999; Tomizuka, K. et al, Proc. Natl. A cad. Sci. 

USA (2000) 97, pp. 722-727, etc.). 

  Tal ratón productor de anticuerpos humanos puede 

ser creado específicamente como sigue.  Un animal m odificado 20 

genéticamente en el cual los locus de genes de la c adena 

pesada y ligera de inmunoglobulina endógena se han 

interrumpido, y en su lugar se han introducido locu s de genes 

de la cadena pesada y ligera de inmunoglobulina hum ana a 

través de un vector de cromosoma artificial de leva dura (YAC) 25 
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o similares se crea mediante la producción de un an imal con 

gen suprimido y un animal transgénico y apareando e stos 

animales. 

  Además, según una técnica de ADN recombinante, 

mediante el uso de ADNc que codifica para cada una de una 5 

cadena pesada y una cadena ligera de un anticuerpo humano, y 

preferiblemente un vector que comprende tales ADNc,  las 

células eucariotas se transforman, y una célula tra nsformante 

que produce un humano recombinante anticuerpo monoc lonal se 

cultiva, con lo cual el anticuerpo también se puede  obtener a 10 

partir del sobrenadante de cultivo. 

  Aquí, como el anfitrión, por ejemplo, células 

eucarióticas, preferiblemente células de mamífero t ales como 

células CHO, linfocitos, o células de mieloma puede n ser 

usadas. 15 

  Con respecto a la preparación de un anticuerpo 

humano, las descripciones detalladas se dan en la P ublicación 

Internacional No. WO 2007/077028.  Los contenidos d e la 

Publicación Internacional No. WO 2007/077028 se inc orporan 

aquí por referencia. 20 

  Además, también se conoce un método para obtener un 

anticuerpo humano derivado de presentación de fagos  

seleccionado de una biblioteca de anticuerpos human os (véase 

Wormstone, I. M. et al., Investigative Ophtalmology  & Visual 

Science. (2002) 43 (7), pp. 2301-2308; Carmen, S. e t al., 25 
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Briefings in Functional Genomics and Protemics (200 2), 1 (2), 

pp. 189-203; Siriwardena, D. et al., Ophthalmology (2002) 109 

(3), pp. 427-431, etc.). 

  Por ejemplo, se puede usar un método de 

presentación de fagos en el que una región variable  de un 5 

anticuerpo humano se expresa en la superficie de un  fago como 

un anticuerpo de cadena sencilla (scFv), y un fago que se une 

a un antígeno (Nature Biotechnology (2005), 23, (9) , pp. 

1105-1116). 

  Mediante el análisis del gen del fago seleccionad o 10 

con base en la unión a un antígeno, se puede determ inar una 

secuencia de ADN que codifique para la región varia ble de un 

anticuerpo humano que se una a un antígeno. 

  Si la secuencia de ADN de scFv que se une a un 

antígeno se determina, un anticuerpo humano se pued e obtener 15 

mediante la preparación de un vector de expresión q ue 

comprenda la secuencia e introduciendo el vector en  un 

anfitrión apropiado para expresarla (WO 92/01047, W O 

92/20791, WO 93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172, WO  95/01438, 

WO 95/15388; Annu. Rev. Immunol. (1994) 12, pp. 433 -455; 20 

Nature Biotechnology (2005) 23 (9), pp. 1105-1116).  

  Un aspecto de la presente invención se refiere a 

una proteína aislada que se une a HER3.  En una mod alidad de 

la presente invención, una proteína de unión a HER3  aislada 

de la invención comprende una secuencia de aminoáci dos de la 25 
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región variable de la cadena pesada que comprende: (a) CDRH1 

comprendida en la secuencia de aminoácidos represen tada 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, 1 46, 150, 5 

154, 158, 162, 166, 170, 174, 178, 182, 186, 190, 1 94, 198, 

202, 206, 210, 214, 218, 222, 226 o 230, (b) CDRH2 

comprendida en la secuencia de aminoácidos represen tada 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, 10 

108, 112, 116, 120, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 1 46, 150, 

154, 158, 162, 166, 170, 174, 178, 182, 186, 190, 1 94, 198, 

202, 206, 210, 214, 218, 222, 226 o 230, y (c) CDRH 3 

comprendida en la secuencia de aminoácidos represen tada por 

SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 36, 40 , 42, 46, 15 

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, 1 46, 150, 

154, 158, 162, 166, 170, 174, 178, 182, 186, 190, 1 94, 198, 

202, 206, 210, 214, 218, 222, 226 o 230, y una secu encia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra que 20 

comprende: (d) CDRL1 comprendida en la secuencia de  

aminoácidos representada por SEQ ID NO: 4, 8, 12, 1 6, 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, 1 84, 188, 25 
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192, 196, 200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228 o 232, (e) 

CDRL2 comprendida en la secuencia de aminoácidos re presentada 

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, 10 6, 110, 

114, 118, 124, 128, 132, 136, 140, 144, 148, 152, 1 56, 160, 5 

164, 168, 172, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 2 04, 208, 

212, 216, 220, 224, 228 o 232, y (f) CDRL3 comprend ida en la 

secuencia de aminoácidos 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, 12 4, 128, 10 

132, 136, 140, 144, 148, 152, 156, 160, 164, 168, 1 72, 176, 

180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216, 2 20, 224, 

228 o 232. 

  La proteína de unión a HER3 aislada de la present e 

invención comprende preferiblemente una secuencia d e 15 

aminoácidos de la cadena pesada que comprende (a) C DRH1 que 

comprende la secuencia de aminoácidos representada por uno 

seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 236, 251, 

252, y 256; (b) CDRH2 que comprende la secuencia de  

aminoácidos representada por uno seleccionado del g rupo que 20 

consiste en SEQ ID NOs: 258, 278, 280, y 282; y (c)  CDRH3 que 

comprende la secuencia de aminoácidos representada por uno 

seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 283, 285, 

309, 313, y 315, y una secuencia de aminoácidos de la cadena 

ligera que comprende (d) CDRL1 que compende la secu encia de 25 
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aminoácidos representada por uno seleccionado del g rupo que 

consiste en SEQ ID NOs: 320, 334, 337, y 340; (e) C DRL2 que 

comprende la secuencia de aminoácidos representada por uno 

seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 343, 356, 

351, y 344; y (f) CDRL3 que comprende la secuencia de 5 

aminoácidos representada por uno seleccionado del g rupo que 

consiste en SEQ ID NOs: 360, 381, 385, y 387. 

  En otra modalidad de la presente invención, una 

proteína de unión aislada de la invención comprende  una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 10 

pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ I D Nos: 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, 1 08, 112, 

116, 120, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 1 54, 158, 

162, 166, 170, 174, 178, 182, 186, 190, 194, 198, 2 02, 206, 15 

210, 214, 218, 222, 226 y 230, y/o una secuencia de  

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 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, 1 28, 132, 20 

136, 140, 144, 148, 152, 156, 160, 164, 168, 172, 1 76, 180, 

184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216, 220, 2 24, 228 y 

232. 

  En aún otra modalidad de la presente invención, u na 

proteína de unión aislada de la invención comprende  una 25 
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secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

pesada y una secuencia de aminoácidos de la región variable 

de la cadena ligera representada por SEQ ID NOs: 2 y 4, 6 y 

8, 10 y 12, 14 y 16, 18 y 20, 22 y 24, 26 y 28, 30 y 32, 36 y 

38, 42 y 44, 46 y 48, 50 y 52, 54 y 56, 60 y 58, 62  y 64, 66 5 

y 68, 70 y 72, 74 y 76, 78 y 82, 80 y 82, 84 y 86, 88 y 90, 

92 y 94, 96 y 98, 100 y 102, 104 y 106, 108 y 110, 112 y 114, 

116 y 118, 122 y 124, 126 y 128, 130 y 132, 134 y 1 36, 138 y 

140, 142 y 144, 146 y 148, 150 y 152, 154 y 156, 15 8 y 160, 

162 y 164, 166 y 168, 170 y 172, 174 y 176, 178 y 1 80, 182 y 10 

184, 186 y 188, 190 y 192, 194 y 196, 198 y 200, 20 2 y 204, 

206 y 208, 210 y 212, 214 y 216, 218 y 220, 222 y 2 24, 226 y 

228 ó 230 y 232, o, una secuencia de aminoácidos de  la región 

variable de la cadena pesada representada por SEQ I D NO: 34, 

40, 60, 62 o 120 y una secuencia de aminoácidos de la región 15 

variable de la cadena ligera representada por SEQ I D NO: 58 ó 

64, respectivamente. 

  La proteína de unión a HER3 aislada de la present e 

invención comprende más preferiblemente una secuenc ia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da 20 

representada por SEQ ID NO: 42, 54, 70, 92 ó 96 y u na 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representada por SEQ ID NO: 44, 56, 72, 94 ó  98. 

  Un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 25 
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secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 2 y 4 se conoc e como 

"U1-39", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 5 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 6 y 8 se conoc e como 

"U1-40", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 10 y 12 se ref iere como 10 

"U1-38", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 14 y 16 se con oce como 

"U1-41", un anticuerpo que comprende una secuencia de 15 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 18 y 20 se ref iere como 

"U1-42", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 20 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 22 y 24 se con oce como 

"U1-43", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 25 



 93

ligera representadas por SEQ ID NOs: 26 y 28 se con oce como 

"U1-44", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 30 y 32 se con oce como 5 

"U1-45", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 36 y 38 se con oce como 

"U1-47", un anticuerpo que comprende una secuencia de 10 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 42 y 44 se con oce como 

"U1-49", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 15 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 46 y 48 se con oce como 

"U1-50", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 20 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 50 y 52 se con oce como 

"U1-51", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 54 y 56 se den omina "U1-25 
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53", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 60 y 58 se conoce com o "U1-55", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 5 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ NOs: 62 y 64 se conoce como " U1-57", un 

anticuerpo que comprende una secuencia de aminoácid os de la 

región variable de la cadena pesada y una secuencia  de 10 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 66 y 68 se conoce com o "U1-58", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 15 

representadas por SEQ ID NOs: 70 y 72 se conoce com o "U1-59", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 74 y 76 se conoce com o "U1-52", 20 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 78 y 82 se conoce com o "U1-61", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 25 
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la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 80 y 82 se conoce com o "U1-

61.1", un anticuerpo que comprende una secuencia de  

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 5 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ NOs: 84 y 86 se conoce  como "U1-

62", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 10 

representadas por SEQ ID NOs: 88 y 90 se denomina c omo "U1-

2", un anticuerpo que comprende una secuencia de am inoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ NOs: 92 y 94 se conoce como " U1-7", un 15 

anticuerpo que comprende una secuencia de aminoácid os de la 

región variable de la cadena pesada y una secuencia  de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 96 y 98 se conoce com o "U1-9", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 20 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 100 y 102 se conoce c omo "U1-

10", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 25 
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aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 104 y 106 se conoce c omo "U1-

12", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 5 

representadas por SEQ ID NOs: 108 y 110 se conoce c omo "U1-

13", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ NOs: 112 y 114 se conoce como  "U1-14", 10 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 116 y 118 se conoce c omo "U1-

15", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 15 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 122 y 124 se conoce c omo "U1-

20", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 20 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 126 y 128 se conoce c omo "U1-

21", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 25 



 97

representadas por SEQ ID NOs: 130 y 132 se conoce c omo "U1-

22", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ NOs: 134 y 136 se conoce como  "U1-23", 5 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 138 y 140 se conoce c omo "U1-

24", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 10 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 142 y 144 se conoce c omo "U1-

25", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 15 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 146 y 148 se conoce c omo "U1-

26", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 20 

representadas por SEQ NOs: 150 y 152 se conoce como  "U1-27", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 154 y 156 se conoce c omo "U1-25 
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28", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 158 y 160 se conoce c omo "U1-

31", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 5 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 162 y 164 se conoce c omo "U1-

32", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 10 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 166 y 168 se conoce c omo "U1-

35", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 15 

representadas por SEQ NOs: 170 y 172 se conoce como  "U1-36", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 174 y 176 se conoce c omo "U1-20 

37", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ NOs: 178 y 180 se conoce como  "U1-34", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 25 
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la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ NOs: 182 y 184 se conoce como  "U1-1", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 5 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 186 y 188 se conoce c omo "U1-

3", un anticuerpo que comprende una secuencia de am inoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 10 

representadas por SEQ ID NOs: 190 y 192 se conoce c omo "U1-

4", un anticuerpo que comprende una secuencia de am inoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 194 y 196 se conoce c omo "U1-15 

5", un anticuerpo que comprende una secuencia de am inoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 198 y 200 se conoce c omo "U1-

6", un anticuerpo que comprende una secuencia de am inoácidos 20 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 202 y 204 se conoce c omo "U1-

8", un anticuerpo que comprende una secuencia de am inoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 25 
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aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ NOs: 206 y 208 se conoce como  "U1-11", 

un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoá cidos de 

la región variable de la cadena pesada y una secuen cia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 5 

representadas por SEQ ID NOs: 210 y 212 se conoce c omo "U1-

16", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 214 y 216 se conoce c omo "U1-10 

17", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 218 y 220 se conoce c omo "U1-

18", un anticuerpo que comprende una secuencia de a minoácidos 15 

de la región variable de la cadena pesada y una sec uencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena lige ra 

representadas por SEQ ID NOs: 222 y 224 se conoce c omo "U1-

33", un anticuerpo que comprende una pesada cadena de 

secuencia de aminoácidos de la región variable y un a 20 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 226 y 228 se c onoce como 

"U1-29", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 25 
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ligera representadas por SEQ ID NOs: 230 y 232 se c onoce como 

"U1-30", un anticuerpo que comprende una secuencia de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da 

representadas por SEQ ID NO: 34 se conoce como "U1- 46", un 

anticuerpo que comprende una secuencia de aminoácid os de la 5 

región variable de la cadena pesada representadas p or SEQ ID 

NO: 40 se conoce como "U1-48", un anticuerpo que co mprende 

una secuencia de aminoácidos de la región variable de la 

cadena pesada y una secuencia de aminoácidos de la región 

variable de la cadena ligera representadas por SEQ ID NOs: 60 10 

y 58 se conoce como "U1-55.1", un anticuerpo que co mprende 

una secuencia de aminoácidos de la región variable de la 

cadena pesada representada por SEQ ID NO: 120 se co noce como 

"U1-19", y un anticuerpo que comprende una secuenci a de 

aminoácidos de la cadena pesada de la región variab le y una 15 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 62 y 64 se con oce como 

"U1-57.1".  Estos anticuerpos se describen en detal le en los 

Ejemplos. 

  La proteína de unión a HER3 aislada de la present e 20 

invención comprende incluso más preferiblemente una  secuencia 

de aminoácidos de la región variable de la cadena p esada y 

una secuencia de aminoácidos de la región variable de la 

cadena ligera representadas por SEQ ID NOs: 42 y 44 , 

respectivamente, una secuencia de aminoácidos de la  región 25 
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variable de la cadena pesada y una secuencia de ami noácidos 

de la región variable de la cadena ligera represent adas por 

SEQ ID NOs: 54 y 56, respectivamente, una secuencia  de 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 5 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 70 y 72, 

respectivamente, una secuencia de aminoácidos de la  región 

variable de la cadena pesada y una secuencia de ami noácidos 

de la región variable de la cadena ligera represent adas por 

SEQ ID NOs: 92 y 94, respectivamente, o una secuenc ia de 10 

aminoácidos de la región variable de la cadena pesa da y una 

secuencia de aminoácidos de la región variable de l a cadena 

ligera representadas por SEQ ID NOs: 96 y 98, 

respectivamente, y aún más preferiblemente, la prot eína de 

unión a HER3 es U1-49, U1-53, U1-59, U1-7 o U1-9, q ue son un 15 

anticuerpo anti-HER3. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DEL LISTADO DE SECUENCIAS 
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  Cuando un anticuerpo monoclonal recién producido se 

une a un péptido parcial o una estructura terciaria  parcial a 

la que se une el anticuerpo U1-49, U1-53, U1-59, U1 -7 o U1-9, 

se puede determinar que el anticuerpo se une al mis mo epítopo 20 

que el anticuerpo U1-49, U1-53, U1-59, U1-7 o U1-9.   Además, 

mediante la confirmación de que el anticuerpo compi te con el 

anticuerpo U1-49, U1-53, U1-59, U1-7 o U1-9 por la unión a 

HER3 (es decir, el anticuerpo inhibe la unión entre  el 

anticuerpo U1-49, U1-53, U1-59, U1-7 o U1-9 y HER3) , se puede 25 
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determinar que el anticuerpo se une al mismo epítop o que el 

anticuerpo U1-49, U1-53, U1-59, U1-7 o U1-9 incluso  cuando no 

se defina la secuencia específica o la estructura d e un 

epítopo.  Una vez que se confirmó que el epítopo es  el mismo, 

se espera firmemente que el anticuerpo tenga una ac tividad 5 

biológica equivalente a la del anticuerpo U1-49, U1 -53, U1-

59, U1-7 o U1-9. 

  Según la presente invención, la proteína de unión  

de la invención interactúa con al menos un epítopo en la 

parte extracelular de HER3.  Los epítopos se encuen tran 10 

preferiblemente en el dominio L1 (aa 19-184), que e s el 

dominio amino terminal, en el dominio S1 (aa 185-32 7) y S2 

(aa 500-632), que son los dos dominios ricos en cis teína, en 

el dominio L2 (328-499), que está flanqueado por lo s dos 

dominios ricos en cisteína o en una combinación de dominios 15 

HER3.  Los epítopos también pueden estar ubicados e n 

combinaciones de dominios tales como pero no limita das a un 

epítopo comprendido por partes de L1 y S1.  Por otr a parte, 

la proteína de unión de la invención se caracteriza  además 

porque su unión a HER3 reduce la transducción de se ñales 20 

mediada por HER3.  De acuerdo con la presente inven ción, una 

reducción de la transducción de señales mediada por  HER3 

puede, por ejemplo, ser causada por una regulación a la baja 

de HER3 que resulta en una desaparición al menos pa rcial de 

moléculas HER3 de la superficie celular o por una 25 
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estabilización de HER3 en la superficie celular en un forma 

sustancialmente inactiva, es decir una forma que ex hibe una 

transducción de señales menor en comparación con la  forma no 

estabilizada.  Como alternativa, una reducción de l a 

transducción de señales mediada por HER3 también pu ede ser 5 

causada al influir, por ejemplo, disminuir o inhibi r, la 

unión de un ligando o a otro miembro de la familia HER a 

HER3, de GRB2 a HER-2 o de GRB2 a SHC, mediante la inhibición 

de la fosforilación de la tirosina receptora, fosfo rilación 

de AKT, fosforilación de tirosina PYK2 o fosforilac ión de 10 

ERK2, o disminuyendo la invasividad tumoral.  Como 

alternativa, una reducción de la transducción de se ñales 

mediada por HER3 también puede ser causada al influ ir, por 

ejemplo, disminuir o inhibir, la formación de dímer os que 

contengan HER3 con otros miembros de su familia.  U n ejemplo 15 

entre otros puede ser la disminución o inhibición d e la 

formación de complejos de proteínas HER3-EGFR. 

  Además, de acuerdo con la presente invención, 

variaciones menores en las secuencias de aminoácido s 

mostradas en SEQ ID NOs: 1-232 se contemplan como e nglobadas 20 

por la presente invención, siempre que incluso las 

variaciones en la secuencia de aminoácidos todavía mantengan 

al menos 75%, más preferiblemente al menos 80%, 90% , 95%, y 

lo más preferiblemente 99% de las secuencias mostra das en SEQ 

ID NOs: 1-232.  Las variaciones pueden ocurrir dent ro de las 25 
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regiones estructurales (es decir, fuera de las CDRs ), dentro 

de las CDRs, o dentro de las regiones estructurales  y las 

CDRs.  Variaciones preferidas en las secuencias de 

aminoácidos mostradas en SEQ ID NOs: 1-232, es deci r, 

supresiones, inserciones y/o sustituciones de al me nos un 5 

aminoácido, se producen cerca de los límites de dom inios 

funcionales.  Los dominios estructurales y funciona les pueden 

identificarse por comparación de los datos de la se cuencia de 

nucleótidos y/o aminoácidos con bases de datos de s ecuencias 

públicas o privadas.  Métodos de comparación comput arizados 10 

se pueden usar para identificar motivos de secuenci a o 

dominios de conformación de proteína predichos que se 

produzcan en otras proteínas de unión de estructura  y/o 

función conocida.  Se conocen los métodos de identi ficación 

de secuencias de proteínas que se pliegan en una es tructura 15 

tridimensional conocida.  Véase, por ejemplo Bowie et al., 

Science 253, 164 (1991); Proteins, Structures and M olecular 

Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Compa ny, Nueva 

York (1984)); Introduction to Protein Structure (C.  Branden y 

J. Tooze, eds, Garland Publishing, Nueva York, N. Y . (1991)); 20 

y Tornton et al., Nature 354, 105 (1991), que se in corporan 

aquí por referencia.  Por lo tanto, los expertos en  la 

técnica pueden reconocer motivos de secuencia y 

conformaciones estructurales que pueden usarse para  definir 

dominios estructurales y funcionales de acuerdo con  la 25 
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invención.  Entre los anticuerpos obtenidos mediant e la 

combinación de cadenas pesadas y ligeras que tienen  

variaciones en tales secuencias de aminoácidos, se puede 

seleccionar un anticuerpo equivalente al anticuerpo  original 

(anticuerpo progenitor) o más excelente que un anti cuerpo 5 

progenitor.  Como se mencionó anteriormente, la pro teína de 

unión a HER3, el anticuerpo anti-HER3, y similares de la 

presente invención mantienen la actividad de unión a HER3 

incluso si presentan variaciones en sus secuencias de 

aminoácidos. 10 

  En la presente invención, el término "homología" 

tiene el mismo significado que la "identidad.  La h omología 

entre dos secuencias de aminoácidos puede determina rse usando 

los parámetros predeterminados del algoritmo BLAST versión 

2.2.2 (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alej andro A. 15 

Schaeffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller y David J. 

Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new g eneration 

of protein database search programs", Nucleic Acids  Res. 25: 

3389-3402).  El algoritmo Blast se puede usar tambi én a 

través de Internet mediante el acceso al sitio 20 

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. 

  El anticuerpo quimérico, anticuerpo humanizado o 

anticuerpo humano obtenido por el método anteriorme nte 

mencionado pueden ser sometidos a un método conocid o para la 

evaluación de la propiedad de unión a un antígeno p ara la 25 
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selección de anticuerpos preferibles. 

  En el anticuerpo anti-HER3 de la presente 

invención, también se incluyen MEHD-7945A (o duligo tuzumab), 

RG-7116, MM-111, MM-121 (o seribantumab, MM-141, LJ M-716, 

huHER3-8, zicuerpo anti-EGFR/ErbB3 tri-específico, GSK-5 

2.849.330, REGN-1400, RTC-3379, AV-203, surrocuerpo  

monoespecífico (ErbB3), lumretuzumab, MP-EV-20, ZW- 9, 

Dimercept™, surrocuerpo anti-Erb3 (SL-175 o SL-176) , SYM-013, 

variantes, fragmentos activos, productos modificado s de los 

mismos, y similares. 10 

  Como un ejemplo de otro índice para uso en la 

comparación de las propiedades de los anticuerpos, la 

estabilidad de los anticuerpos puede ser ejemplific ada.  La 

calorimetría de barrido diferencial (DSC) es un dis positivo 

capaz de medir con rapidez y precisión una temperat ura del 15 

punto medio de desnaturalización térmica (Tm) para ser usada 

como un índice favorable de la estabilidad conforma cional 

relativa de las proteínas.  Mediante la medición de  los 

valores de Tm usando DSC y comparando los valores, una 

diferencia en la estabilidad térmica se puede compa rar.  Se 20 

sabe que la estabilidad de almacenamiento de los an ticuerpos 

muestra cierta correlación con la estabilidad térmi ca de los 

anticuerpos (Lori Burton, et. al., Pharmaceutical D evelopment 

and Technology (2007) 12, pp. 265-273), y un anticu erpo 

preferido se puede seleccionar mediante el uso de e stabilidad 25 
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térmica como un índice.  Ejemplos de otros índices para la 

selección de anticuerpos incluyen las siguientes 

características: el rendimiento en una célula hospe dera 

apropiada es alto; y la agregabilidad en una soluci ón acuosa 

es baja.  Por ejemplo, un anticuerpo que muestra el  5 

rendimiento más alto no siempre muestra la más alta  

estabilidad térmica, y por lo tanto, es necesario s eleccionar 

un anticuerpo más adecuado para la administración a  seres 

humanos haciendo una evaluación global basada en lo s índices 

descritos anteriormente. 10 

  El anticuerpo de la presente invención abarca un 

producto modificado del anticuerpo.  La variante mo dificada 

se refiere a una variante obtenida sometiendo el an ticuerpo 

de la invención a modificación química o biológica.   Ejemplos 

de la variante modificada químicamente incluyen var iantes 15 

modificadas químicamente por unión de un resto quím ico a un 

esqueleto de aminoácidos, variantes modificadas quí micamente 

con una cadena de carbohidratos N-ligada u O-ligada , etc.  

Ejemplos de la variante biológicamente modificada i ncluyen 

variantes obtenidas por modificación después de tra ducción 20 

(tales como glicosilación N-ligado u O-ligada, proc esamiento 

de extremo N-terminal o C, desamidación, isomerizac ión de 

ácido aspártico u oxidación de metionina), y varian tes en las 

que un residuo de metionina ha sido añadido a la N- terminal 

al ser expresado en una célula hospedera procariota .  Además, 25 
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un anticuerpo marcado a fin de permitir la detecció n o 

aislamiento del anticuerpo o un antígeno de la inve nción, por 

ejemplo, un anticuerpo marcado con enzima, un antic uerpo 

marcado con fluorescencia, y un anticuerpo de afini dad 

marcado también se incluyen en el significado de la  variante 5 

modificada.  Tal variante modificada del anticuerpo  de la 

invención es útil para mejorar la estabilidad y ret ención en 

sangre del anticuerpo, reduciendo la antigenicidad del mismo, 

detectar o aislar el anticuerpo o el antígeno, y as í 

sucesivamente. 10 

  Además, al regular de la modificación de un glica no 

que está unido al anticuerpo de la invención (glico silación, 

defucosilation, etc.), es posible mejorar una activ idad 

citotóxica celular dependiente de anticuerpos.  Com o la 

técnica para la regulación de la modificación de un  glicano 15 

de anticuerpos, se conocen las Publicaciones Intern acionales 

WO 1999/54342, WO 2000/61739, WO 2002/31140, etc.  Sin 

embargo, la técnica no se limita a ello.  En el ant icuerpo de 

la invención, también se incluye un anticuerpo en d onde se 

regula la modificación de un glicano. 20 

  En el caso en donde un anticuerpo se produce 

mediante el aislamiento de un gen de anticuerpo pri mero y 

luego introduciendo el gen en un anfitrión apropiad o, una 

combinación de un anfitrión apropiado y un vector d e 

expresión apropiado puede ser usada.  Ejemplos espe cíficos 25 
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del gen del anticuerpo incluyen una combinación de un gen que 

codifica para una secuencia de la cadena pesada de un 

anticuerpo y un gen que codifica para una secuencia  de la 

cadena ligera del mismo se describe en esta especif icación.  

Cuando se transforma una célula hospedera, es posib le 5 

insertar la secuencia del gen de la cadena pesada y  la 

secuencia del gen de la cadena ligera en el mismo v ector de 

expresión, y también en diferentes vectores de expr esión por 

separado. 

  En el caso en que se usan células eucariotas como  10 

anfitrión, células animales, células de plantas, y 

microorganismos eucarióticos se pueden usar.  Como las 

células animales, células de mamífero, por ejemplo,  se pueden 

ejemplificar células COS de simio (Gluzman, Y., Cel l, (1981) 

23, pp. 175-182, ATCC CRL-1650), fibroblastos murin os NIH3T3 15 

(ATCC No. CRL-1658) y cepas deficientes en dihidrof olato 

reductasa (Urlaub, G. y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA. (1980) 77, pp. 4126-4220) de células de ovario  de 

hámster chino (células CHO; ATCC: CCL-61). 

  En el caso en que se usan células procariotas, po r 20 

ejemplo, Escherichia coli y Bacillus subtilis se pueden 

ejemplificar. 

  Mediante la introducción de un gen del anticuerpo  

deseado en estas células a través de transformación , y 

cultivando las células así transformadas in vitro, se puede 25 
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obtener el anticuerpo.  En el método de cultivo des crito 

anteriormente, el rendimiento puede variar a veces 

dependiendo de la secuencia del anticuerpo, y por l o tanto, 

es posible seleccionar un anticuerpo que se produzc a 

fácilmente como un producto farmacéutico mediante e l uso del 5 

rendimiento como un índice entre los anticuerpos qu e tengan 

una actividad de unión equivalente.  Por lo tanto, en el 

anticuerpo de la invención, se incluye un anticuerp o obtenido 

por un método de producción de un anticuerpo, carac terizado 

porque incluye una etapa de cultivar la célula hosp edera 10 

transformada y una etapa de recogida de un anticuer po deseado 

o un fragmento funcional del anticuerpo a partir de  un 

producto cultivado obtenido en la etapa de cultivo también. 

  Se sabe que un residuo de lisina en el extremo 

carboxilo de la cadena pesada de un anticuerpo prod ucido en 15 

una célula de mamífero cultivada se podría suprimir /eliminar 

(Journal of Chromatography A, 705: 129-134 (1995)),  y también 

es conocido que los residuos de dos aminoácidos (gl icina y 

lisina) en el extremo carboxilo de la cadena pesada  de un 

anticuerpo producido en una célula de mamífero cult ivada 20 

podrían suprimirse/eliminarse y un residuo de proli na recién 

situado en el extremo carboxilo podría ser amidado 

(Analytical Biochemistry, 360: 75-83 (2007)).  Sin embargo, 

tal supresión/eliminación y modificación de la secu encia de 

la cadena pesada no afectan a la afinidad de unión al 25 
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antígeno y la función efectora (la activación de co mplemento, 

la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos , etc.) 

del anticuerpo.  Por lo tanto, en el anticuerpo de la 

invención, también se incluyen un anticuerpo y un f ragmento 

funcional del anticuerpo sometido a tal modificació n, y una 5 

variante de supresión en la que uno o dos aminoácid os se han 

eliminado en el extremo carboxilo de la cadena pesa da, una 

variante obtenida por amidación de la variante de s upresión 

(por ejemplo, una cadena pesada en la que el residu o de 

prolina carboxilo terminal se ha amidado) también s e 10 

incluyen, y similares.  El tipo de variante de supr esión que 

tiene una supresión en el extremo carboxilo de la c adena 

pesada del anticuerpo de acuerdo con la invención n o se 

limita a las variantes anteriores siempre que la af inidad de 

unión al antígeno y la función efectora se conserve n.  Las 15 

dos cadenas pesadas que constituyen el anticuerpo d e acuerdo 

con la invención pueden ser de un tipo seleccionado  del grupo 

que consista de una cadena pesada de longitud compl eta y la 

variante de supresión descrita anteriormente, o pue den ser de 

dos tipos en combinación seleccionados de los mismo s.  La 20 

relación de la cantidad de cada variante de supresi ón puede 

verse afectada por el tipo de células de mamífero c ultivadas 

que produzcan el anticuerpo de acuerdo con la inven ción y las 

condiciones de cultivo, sin embargo, se puede ejemp lificar un 

caso en donde un residuo de aminoácido en el extrem o 25 
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carboxilo se ha suprimido en ambas de las dos caden as pesadas 

contenidas como componentes principales en el antic uerpo de 

acuerdo con la invención.  El alcance de todo el an ticuerpo 

(en la presente invención, también referido simplem ente como 

un "anticuerpo") de la presente invención también i ncluye 5 

variantes de supresión del mismo, mezclas que conti enen uno o 

dos o más variantes de supresión del mismo, etc.  E l 

"anticuerpo" de la presente invención incluye un an ticuerpo 

que comprende una cadena pesada o ligera en la que el 

glutamato N-terminal se encuentra en la forma de 10 

piroglutamato por ciclación y/o una cadena pesada o  ligera en 

donde una parte de los residuos de cisteína están e n forma de 

cisteinilo. 

  En una modalidad preferida de la presente 

invención, el anticuerpo anti-HER3 de la invención es del 15 

tipo IgA, IgD, IgE 1,IgG o IgM, preferiblemente del tipo IgG o 

o IgM, incluyendo, pero no limitado a, el tipo IgGI , IgG2, 

IgG3, IgG4, IGMI e IgM2.  En modalidades más prefer idas, el 

anticuerpo es del tipo IgGI, IgG2 o IgG4. 

  Como la actividad biológica del anticuerpo, 20 

generalmente, se pueden ejemplificar una actividad de unión 

al antígeno, la actividad de la internalización de un 

antígeno en células que expresan el antígeno median te la 

unión con el antígeno, una actividad de neutralizar  la 

actividad de un antígeno, una actividad de mejora d e la 25 
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actividad de un antígeno, una actividad de citotoxi cidad 

celular dependiente de anticuerpos (ADCC), una acti vidad de 

citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), y una 

fagocitosis mediada por células dependiente de anti cuerpos 

(ADCP).  La función del anticuerpo de acuerdo con l a 5 

invención es una actividad de unión a HER3, preferi blemente, 

la actividad de internalización de HER3 en las célu las que 

expresan HER3 mediante la unión con HER3.  Además, el 

anticuerpo de la invención puede tener una activida d ADCC, 

una actividad CDC y/o una actividad ADCP además de la 10 

acitividad de internalización celular. 

  En ciertos aspectos, por ejemplo, en relación con  

la generación de anticuerpos como candidatos terapé uticos 

contra HER3, puede ser deseable que el anticuerpo a nti-HER3 

de la invención sea capaz de fijar el complemento y  15 

participar en la citotoxicidad dependiente del comp lemento 

(CDC).  Hay un número de isotipos de anticuerpos qu e son 

capaces de lo mismo incluyendo, sin limitaciones, l os 

siguientes: IgM murina, IgG2a murina, IgG2b murina,  IgG3 

murina, IgM humana, IgGI humana, IgG3 humana, e IgA  humana.  20 

Se apreciará que los anticuerpos que se generan no necesitan 

inicialmente poseer un isotipo tal, pero, en lugar del 

anticuerpo tal como se genera puede poseer cualquie r isotipo 

y el anticuerpo puede ser de isotipo cambiado añadi endo los 

genes de la región V clonados molecularmente o ADNc  para 25 
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clonar molecularmente genes de región constante o A DNc en 

vectores de expresión apropiados usando técnicas de  biología 

molecular convencionales que son bien conocidas en la técnica 

y luego expresando los anticuerpos en células hospe deras 

usando técnicas conocidas en la técnica.  El anticu erpo de 5 

isotipo cambiado también puede poseer una región Fc  que haya 

sido diseñada molecularmente para poseer CDC superi or sobre 

variantes de origen natural (Idusogie et al., J. Im munol., 

166, 2571-2575) y expresarse de forma recombinante en células 

hospederas usando técnicas conocidas en el arte.  T ales 10 

técnicas incluyen el uso de técnicas recombinantes directas 

(véase por ejemplo la patente de E.U.A. No. 4,816,3 97), 

técnicas de fusión célula-célula (véase por ejemplo  las 

patentes de E.U.A. Nos. 5,916,771 y 6,207,418), ent re otras.  

En la técnica de fusión célula-célula, se prepara u n mieloma 15 

u otra línea celular tal como CHO que posee una cad ena pesada 

con cualquier isotipo deseado y otro mieloma u otra  línea 

celular tal como CHO es preparada que posee la cade na ligera.  

Dichas células pueden, a partir de entonces, fusion arse y una 

línea celular que exprese un anticuerpo intacto se puede 20 

aislar.  A modo de ejemplo, un anticuerpo IgG4 anti -HER3 

humano, que posea la unión deseada al antígeno HER3 , podría 

ser fácilmente cambiado en isotipo para generar un isotipo 

IgM humana, IgGI humano o IgG3 humano, mientras que  todavía 

posee la misma región variable (que define la espec ificidad 25 
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del anticuerpo y parte de su afinidad).  Tal molécu la puede 

entonces ser capaz de fijar el complemento y partic ipar en 

CDC. 

  Además, también puede ser deseable que el 

anticuerpo anti-HER3 de la invención sea capaz de u nirse a 5 

los receptores Fc sobre las células efectoras, tale s como los 

monocitos y las células asesinas naturales (NK), y participar 

en la citotoxicidad celular dependiente de anticuer pos 

(ADCC).  Hay un número de isotipos de anticuerpos q ue son 

capaces de lo mismo, incluyendo, sin limitaciones, los 10 

siguientes: IgG2a murina, IgG2b murina, IgG3 murina , IgGI 

humana e IgG3 humana.  Se apreciará que los anticue rpos que 

se generan no necesitan inicialmente poseer un isot ipo tal, 

pero, en lugar del anticuerpo tal como se genera pu ede poseer 

cualquier isotipo y el anticuerpo puede ser de isot ipo 15 

cambiado añadiendo los genes de la región V clonado s 

molecularmente o ADNc para clonar molecularmente ge nes de 

región constante o ADNc en vectores de expresión ap ropiados 

usando técnicas de biología molecular convencionale s que son 

bien conocidas en la técnica y luego expresando los  20 

anticuerpos en células hospederas usando técnicas c onocidas 

en la técnica.  El anticuerpo de isotipo cambiado t ambién 

puede poseer una región Fc que haya sido diseñada 

molecularmente para poseer ADCC superior sobre vari antes de 

origen natural (Shields et al., J. Biol. Chem., 276 , 6591-25 
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6604) y expresarse de forma recombinante en células  

hospederas usando técnicas conocidas en el arte.  T ales 

técnicas incluyen el uso de técnicas recombinantes directas 

(véase por ejemplo la patente de E.U.A. No. 4,816,3 97), 

técnicas de fusión célula-célula (véase por ejemplo  las 5 

patentes de E.U.A. Nos. 5,916,771 y 6,207,418), ent re otros.  

En la técnica de fusión célula-célula, se prepara u n mieloma 

u otra línea celular tal como CHO que posee una cad ena pesada 

con cualquier isotipo deseado y otro mieloma u otra  línea 

celular tal como CHO es preparada que posee la cade na ligera.  10 

Dichas células pueden, a partir de entonces, fusion arse y una 

línea celular que exprese un anticuerpo intacto se puede 

aislar.  A modo de ejemplo, un anticuerpo IgG4 anti -HER3 

humano, que posee la unión deseada al antígeno HER3 , podría 

ser fácilmente cambiado en isotipo para generar una  isotipo 15 

IgGI humano o IgG3 humano, mientras que todavía pos ea la 

misma región variable (que defina la especificidad del 

anticuerpo y parte de su afinidad).  Tal molécula p uede 

entonces ser capaz de unirse a FcyR sobre las célul as 

efectoras y participar en la ADCC. 20 

  El anticuerpo obtenido puede ser purificado para 

ser homogéneo.  La separación y purificación del an ticuerpo 

se pueden realizar empleando un método de separació n y 

purificación de proteínas convencional.  Por ejempl o, el 

anticuerpo puede separarse y purificarse mediante l a 25 
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selección y la combinación de cromatografía en colu mna, 

filtración en filtro, ultrafiltración, precipitació n con 

sales, diálisis, electroforesis en gel de poliacril amida 

preparativa, electroforesis de enfoque isoeléctrico , y 

similares (Strategies for Protein Purification and 5 

Characterization: A Laboratory Course Manual, Danie l R. 

Marshak et al., eds, Cold Spring Harbor Laboratory Press 

(1996); Antibodies: A Laboratory Manual.  Ed Harlow  y David 

Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)), pero e l método 

no se limita a ellos. 10 

  Ejemplos de tal cromatografía incluyen 

cromatografía de afinidad, cromatografía de interca mbio 

iónico, cromatografía hidrófoba, cromatografía de f iltración 

en gel, cromatografía de fase inversa, y cromatogra fía de 

adsorción. 15 

  Tal cromatografía puede llevarse a cabo empleando  

cromatografía líquida tal como HPLC o FPLC. 

  Como columna para ser usada en cromatografía de 

afinidad, una columna de proteína A y una columna d e Proteína 

G se pueden ejemplificar.  Por ejemplo, como una co lumna 20 

usando una columna de Proteína A, Hyper D, POROS, S epharose 

FF (Pharmacia Corp.) y similares puede ser ejemplif icada. 

  Además, mediante el uso de un portador que tenga un 

antígeno inmovilizado sobre el mismo, el anticuerpo  puede 

también ser purificado usando la propiedad de unión  del 25 
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anticuerpo al antígeno. 

  Compuesto antitumoral 

  Se expl ica el compuesto anti tumoral para 

conjugarse con el conjugado anticuerpo anti-HER3-

fármaco de la presente invención.  El compuesto 5 

anti tumoral usado en la presente invención no está 

l imitado part icularmente si es un compuesto que tie ne 

un efecto antitumoral y un sustituyente o una 

estructura parcial que permite la conexión a una 

estructura enlazadora.  Cuando una parte o la 10 

totalidad del enlazador el compuesto anti tumoral se  

escinde en las células tumorales, la porción de 

compuesto antitumoral se l ibera para exhibir el  

efecto antitumoral.  A medida que el enlazador se 

escinde en una posición de conexión con un fármaco,  15 

el compuesto antitumoral se l ibera en su estructura  

no modificada para exhibir su efecto antitumoral 

intrínseco. 

  Como un compuesto antitumoral usado en la 

presente invención, se puede usar preferentemente 20 

exatecano, un derivado de camptotecina ((1S,9S)-1-

amino-9-et i l -5-fluoro-2,3-dihidro-9-hidroxi-4-metil -

1H,12H-benzo[de]pirano[3',4' :6,7]indol izino[1,2-

b]quinolin-10,13(9H,15H)-diona mostrado en la 

siguiente fórmula). 25 
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 5 

 

  A pesar de tener un excelente efecto antitumoral,  

exatecano no ha sido comercializado como un fármaco  

antitumoral.  El compuesto puede obtenerse fácilmen te por un 

método conocido y el grupo amino en la posición 1 s e puede 10 

usar preferiblemente como una posición de conexión a la 

estructura enlazadora.  Además, exatecano también p uede ser 

liberado en las células tumorales, mientras parte d el 

enlazador esté todavía unida al mismo.  Sin embargo , es un 

excelente compuesto que presenta un excelente efect o 15 

antitumoral incluso en tal estructura. 

  Debido a que exatecano tiene una estructura de 

camptotecina, se sabe que el equilibrio se desplaza  a una 

estructura con un anillo de lactona cerrado (anillo  cerrado) 

en un medio acuoso ácido (por ejemplo, pH 3 o menos ), pero 20 

cambia a una estructura con un anillo de lactona ab ieroa 

(anillo abierto) en un medio acuoso básico (por eje mplo, pH 

10 o así).  Un conjugado de fármaco que se introduz ca con un 

residuo de exatecano correspondiente a la estructur a de 

anillo cerrado y la estructura de anillo abierto ta mbién se 25 
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espera que tenga el mismo efecto antitumoral y es i nnecesario 

decir que cualquiera de ellos está dentro del alcan ce de la 

presente invención. 

  Ejemplos de otros compuestos antitumorales incluy en 

doxorrubicina, daunorrubicina, mitomicina C, bleomi cina, 5 

ciclocitidina, vincristina, vinblastina, metotrexat o, agente 

antitumoral a base de platino (cisplatino o sus der ivados), 

taxol o derivados de los mismos, y otra camptotecin a o sus 

derivados (agente antitumoral descrito en la patent e japonesa 

abierta a inspección pública No. 6-87746). 10 

  Con respecto al conjugado anticuerpo-fármaco, el 

número de moléculas de fármaco conjugadas por moléc ula de 

anticuerpo es un factor clave que tiene una influen cia sobre 

la eficacia y la seguridad.  La producción del conj ugado 

anticuerpo-fármaco se realiza mediante la definició n de las 15 

condiciones de reacción, incluyendo las cantidades de uso de 

materias primas y reactivos para la reacción de man era que 

tenga un número constante de moléculas de fármacos 

conjugados, se obtiene generalmente una mezcla que contiene 

diferentes números de moléculas de fármacos conjuga dos a 20 

diferencia de la reacción química de un compuesto d e bajo 

peso molecular.  El número de fármacos conjugados e n una 

molécula de anticuerpo se expresa o especificado po r el valor 

medio, es decir, el número medio de moléculas de fá rmacos 

conjugados.  A menos que se describa específicament e de otra 25 
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manera como un principio, el número de moléculas de  fármacos 

conjugados significa un valor medio, excepto en un caso en 

donde se representa un conjugado anticuerpo-fármaco  que tiene 

un número específico de moléculas de fármacos conju gados que 

se incluye en una mezcla de conjugado anticuerpo-fá rmaco que 5 

tiene diferente número de moléculas de fármaco conj ugado. 

  El número de moléculas de exatecano conjugadas co n 

una molécula de anticuerpo es controlable, y como u n número 

promedio de moléculas de fármacos conjugadas por an ticuerpo, 

aproximadamente 1 a 10 exatecanos se puede enlazar.   10 

Preferiblemente, es de 2 a 8, y más preferiblemente  de 3 a 8.  

Mientras tanto, una persona experta en la técnica p uede 

diseñar una reacción para la conjugación de un núme ro 

requerido de moléculas de fármaco a una molécula de  

anticuerpo con base en la descripción de los ejempl os de la 15 

presente solicitud y se puede obtener un conjugado de 

anticuerpo-fármaco con un número controlado de molé culas de 

exatecano conjugadas. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco de la presente 

invención es poco probable que tenga una aparición de 20 

agregación, insolubilidad, fragmentación, o similar , incluso 

cuando se aumente el número de moléculas de fármaco  

conjugadas por molécula de anticuerpo. 

  Estructura enlazadora 

  Con respecto al conjugado anticuerpo anti-HER3-25 
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fármaco de la presente invención, se explica la est ructura 

enlazadora para conjugar un compuesto antitumoral a l 

anticuerpo anti-HER3.  El enlazador tiene la siguie nte 

estructura: 

  -L 1-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- o -L 1-L 2-L P-, 5 

el anticuerpo se conecta a la terminal de L 1 (terminal 

opuesta a la que L 2 está conectado), y el compuesto 

antitumoral se conecta al grupo carbonilo de la por ción -LA-

(CH2)n 2-C(=O)- o la C-terminal de L P. 

  n 1 representa un número entero de 0 a 6, 10 

preferiblemente, un número entero de 1 a 5, y más 

preferiblemente de 1 a 3. 

  1.  L 1 

  L 1 está representado por una estructura que se 

muestra a continuación: 15 

  -(Succinimid-3-il-N)-(CH 2)n3-C(=O)- 

  En lo anterior, n 3 es un número entero de 2 a 8, y 

"-(Succinimid-3-il-N)-" tiene una estructura repres entada por 

la siguiente fórmula: 

 20 

 

 

 

  La posición 3 de la estructura parcial de arriba es 

la posición de conexión con el anticuerpo anti-HER3 .  La 25 
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conexión con el anticuerpo en la posición 3 se cara cteriza 

por la formación de un enlace tioéter.  El átomo de  nitrógeno 

en la posición 1 de la porción de estructura está c onectado 

al átomo de carbono de metileno que está presente d entro del 

enlazador que incluye la estructura.  Específicamen te, -5 

(Succinimid-3-il-N)-(CH 2)n 3-C(=O)-L 2- es una estructura 

representada por la siguiente fórmula (en la presen te 

memoria, "anticuerpo-S-" se deriva de un anticuerpo ). 

 

 10 

 

 

 

  En la fórmula, n 3 es un número entero de 2 a 8, y 

preferiblemente 2 a 5. 15 

  Ejemplos específicos de L 1 incluyen los siguientes. 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)- 20 

  2.  L 2 

  L 2 tiene una estructura representada por la 

siguiente fórmula: 

  -NH-(CH 2CH2-O)n 4-CH2CH2-C(=O)- 

  L 2 puede no estar presente, y en tal caso, L 2 es un 25 



 159

enlace sencillo.  En la estructura de fármaco-enlaz ador de la 

presente invención, en particular, L P puede ser directamente 

conectado a un fármaco, y en tal caso, L 2 es particularmente 

preferiblemente un enlace sencillo.  n 4 es un número entero 

de 1 a 6, y preferiblemente 2 a 4.  L 2 está conectado a L 1 en 5 

su grupo amino terminal y está conectado a L P en el grupo 

carbonilo de la terminal opuesta. 

  Ejemplos específicos de L 2 incluyen los siguientes. 

  -NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-, 10 

  -NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-15 

CH2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)- 

  3.  L P 

  L P es un residuo péptido que consiste en 2 a 7 

aminoácidos.  Específicamente, se compone de una po rción de 

oligopéptido en la que 2 a 7 aminoácidos están unid os por un 20 

enlace peptídico.  L P está conectado a L 2 en la N-terminal y 

que está conectado al grupo amino de la porción -NH -(CH 2)n 1-

La-(CH 2)n 2-C(=O)- del enlazador en el C-terminal. 

  El aminoácido que constituye L P no está 

particularmente limitado, y Ejemplos del mismo incl uyen un L- 25 
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o un D-aminoácido, preferiblemente un L-aminoácido.   Además, 

puede ser un aminoácido que tenga una estructura ta l como 

beta-alanina, ácido épsilon-aminocaproico o ácido g amma-

aminobutírico, además de un alfa-aminoácido, además , puede 

ser un tipo de aminoácido no natural tal como amino ácido N-5 

metilado. 

  La secuencia del aminoácido de L P no está 

particularmente limitada, pero ejemplos del aminoác ido 

constituyente incluyen fenilalanina (Phe; F), tiros ina (Tyr; 

Y), leucina (Leu; L), glicina (Gly; G), alanina ( A la; A), 10 

valina (Val; V), lisina (Lys; K), citrulina (Cit), serina 

(Ser; S), ácido glutámico (Glu; E) y ácido aspártic o (Asp; 

D).  Entre ellos, ejemplos preferidos incluyen feni lalanina, 

glicina, valina, lisina, citrulina, serina, ácido g lutámico y 

ácido aspártico.  Dependiendo del tipo del aminoáci do, el 15 

patrón de liberación del fármaco puede ser controla do.  El 

número del aminoácido puede estar entre 2-7. 

  Ejemplos específicos de L P incluyen los siguientes. 

  -GGF-, 

  -DGGF-, 20 

  -(D)D-GGF-, 

  -EGGF-, 

  -GGFG-, 

  -SGGF-, 

  -KGGF-, 25 
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  -DGGFG-, 

  -GGFGG-, 

  -DDGGFG-, 

  -KDGGFG-, 

  -GGFGGGF- 5 

  El "(D-)D" descrito anteriormente significa ácido  

D-aspártico.  Ejemplos del L P particularmente preferido del 

conjugado anticuerpo-fármaco de la presente invenci ón 

incluyen residuo peptídico -GGFG- y -DGGFG-.  Ademá s, en la 

estructura de fármaco-enlazador de la presente inve nción, L P 10 

puede estar conectado directamente al fármaco, y pa ra tal 

caso, ejemplos preferidos de L P incluyen un residuo 

pentapéptido de -DGGFG-. 

  4.  L a-(CH 2)n 2-C(=O)- 

  El L a en L a-(CH 2)n 2-C(=O)- es una estructura de -O- 15 

o un enlace sencillo.  n 2 es un número entero de 0 a 5, 

preferiblemente, 0 a 3, y más preferiblemente 0 ó 1 . 

  Ejemplos de L a-(CH 2)n 2-C(=O)- incluyen los 

siguientes. 

  -O-CH 2-C(=O)-, 20 

  -O-CH 2CH2-C(=O)-, 

  -O-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -O-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -O-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -CH 2-C(=O)-, 25 
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  -CH 2CH2-C(=O)-, 

  -CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-. 

  Entre ellos, son preferibles los que tienen 5 

  -O-CH 2-C(=O)-, 

  -O-CH 2CH2-C(=O)- 

  o aquellos en los que L a es un enlace sencillo y n 2 

es 0. 

  Ejemplos específicos de la estructura enlazadora 10 

representada por -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)- incluyen los 

siguientes. 

  -NH-CH 2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2-O-CH 2-C(=O)-, 15 

  -NH-CH 2CH2-O-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)- 20 

  Entre ellos, los siguientes ejemplos son más 

preferibles. 

  -NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -NH-CH 2CH2-O-C(=O)- 25 
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  En cuanto al enlazador -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)-, 

la longitud de cadena de 4 a 7 átomos es preferible , y más 

preferiblemente, son los que tienen la longitud de cadena de 

5 ó 6 átomos. 

  Con respecto al conjugado anticuerpo anti-HER3-5 

fármaco de la presente invención, cuando es transfe rido al 

interior de las células tumorales, se cree que la p orción 

enlazadora se escinde y el derivado de fármaco que tiene una 

estructura representada por NH 2-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)-(NH-

DX) se libera para expresar una acción antitumoral.   Ejemplos 10 

del derivado antitumoral que exhibe un efecto antit umoral 

mediante la liberación a partir del conjugado antic uerpo-

fármaco de la presente invención incluyen un deriva do 

antitumoral que tiene una porción de estructura en la que la 

terminal de la estructura representada por -NH-(CH 2)n 1-L a-15 

(CH2)n 2-C(=O)- del enlazador es un grupo amino, y los 

particularmente preferidos incluyen los siguientes.  

  NH 2-CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  NH 2-CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  NH 2-CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 20 

  NH 2-CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX). 

  Mientras tanto, en el caso de NH 2-CH2-O-CH 2-C(=O)-

(NH-DX), se confirmó que, como la estructura aminal  en la 

molécula es inestable, de nuevo se somete a una aut o-

degradación para liberar el siguiente HO-CH 2-C(=O)-(NH-DX).  25 
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Aquellos compuestos también se pueden usar preferib lemente 

como un intermedio de producción del conjugado anti cuerpo-

fármaco de la presente invención. 

  Además, en la estructura de fármaco-enlazador de la 

presente invención, se presenta un caso en que L P se puede 5 

conectar directamente al fármaco.  En tal caso, cua ndo la C-

terminal de L P es la glicina, el fármaco antitumoral a ser 

liberado es el propio exatecano o un compuesto que tiene 

glicina unida al grupo amino de exatecano. 

  Para el conjugado anticuerpo-fármaco de la presen te 10 

invención en el que se usa exatecano como un fármac o, es 

preferible la porción de estructura de fármaco-enla zador que 

tiene la estructura siguiente 

  -L 1-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-C(=O)-(NH-DX) o 

  -L 1-L 2-L P-(NH-DX) 15 

a la que se conecta el anticuerpo.  El número conju gado de 

esta porción de estructura de fármaco-enlazador pue de ser de 

1 a 10 como el número promedio por conjugado de ant icuerpo, 

preferiblemente, 2 a 8, y más preferiblemente 3 a 8 . 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-20 

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

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

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

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 25 
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  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-5 

CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 10 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-15 

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-(NH-DX), 20 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2O-CH2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-25 
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DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-

DX). 

  Entre ellos, los más preferidos son los siguiente s. 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-5 

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

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 10 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-15 

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-

DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 20 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-

DX). 

  Los aún más preferidos son los siguientes. 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 25 
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  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-5 

DX). 

  Los particularmente preferidos son los siguientes . 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-10 

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-(NH-DX), 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX). 

  Con respecto a la estructura enlazadora para 

conjugar el anticuerpo anti-HER3 y un fármaco en el  conjugado 15 

anticuerpo-fármaco de la presente solicitud, el enl azador 

preferido puede ser construido mediante la conexión  de 

estructuras preferidas que se muestran para cada pa rte del 

enlazador se ha explicado anteriormente.  En cuanto  a la 

estructura enlazadora, aquellas que tengan la sigui ente 20 

estructura se pueden usar preferentemente.  Mientra s tanto, 

la terminal izquierda de la estructura es una posic ión de 

conexión al anticuerpo y la terminal derecha es una  posición 

de conexión al fármaco. 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-25 
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C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-C(=O)-, 5 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-10 

CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-, 15 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-20 

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-, 25 
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  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-DGGFG-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-, 5 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-. 

  Entre ellos, las más preferidos son los siguiente s. 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-10 

CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-, 15 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-20 

O-CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-DGGFG-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-. 

  Aún más preferidos son los siguientes. 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-25 
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CH2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-, 5 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-. 

  Particularmente preferidos son los siguientes. 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-10 

CH2CH2-O-CH 2-C(=O)-, 

  -(Succinimid-3-il-N)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-

O-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-. 

  Método de producción 

  A continuación se dan las explicaciones para el 15 

método representativo para la producción del conjug ado 

anticuerpo-fármaco de la presente invención o un 

intermediario de producción del mismo.  Mientras ta nto, los 

compuestos se describen a continuación con el númer o que 

aparece en cada fórmula de reacción.  Específicamen te, se 20 

conocen también como un "compuesto de la fórmula (1 )", un 

"compuesto (1)", o similares.  Los compuestos con n úmeros 

distintos de los se describen también de manera sim ilar. 

  1.  Método de producción 1 

  El conjugado anticuerpo-fármaco representado por la 25 
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fórmula (1) en el que el anticuerpo se conjuga a la  

estructura de fármaco-enlazador a través de tioéter  puede ser 

producido por el siguiente método, por ejemplo. 

 

 5 

 

  en la fórmula, AB representa un anticuerpo con un  

grupo sulfhidrilo y L 1'  corresponde a L 1 que tiene una 

estructura en la que la terminal del enlazador se c onvierte 

en un grupo maleimidilo (fórmula que se muestra a 10 

continuación). 

 

 

 

 15 

 

 

  en la fórmula, el átomo de nitrógeno es la posici ón 

de conexión. 

  Específicamente, representa un enlazador que tien e 20 

una estructura que, dentro de la estructura de L 1 

representado como -(Succinimid-3-il-N)-(CH 2)n 2-C(=O)-, esa 

porción -(Succinimid-3-il-N)- se convierte en un gr upo 

maleimidilo.  Además, el grupo -(NH-DX) representa una 

estructura representada por la siguiente fórmula: 25 
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 5 

 

 

y representa un grupo que se deriva mediante la eli minación 

de un átomo de hidrógeno del grupo amino en la posi ción 1 de 

exatecano.] 10 

  Además, el compuesto de la fórmula (1) en el 

esquema de reacción anterior se puede interpretar c omo una 

estructura en la que una porción de estructura de f ármaco a 

la terminal del enlazador sea conectada a un anticu erpo.  Sin 

embargo, es sólo la descripción dada en aras de la 15 

conveniencia, y en realidad hay muchos casos en los  que una 

pluralidad de esas porciones de estructura están co nectadas a 

una molécula de anticuerpo.  Lo mismo se aplica a l a 

explicación del método de producción descrito a con tinuación. 

  Específicamente, el conjugado anticuerpo-fármaco 20 

(1) se puede producir haciendo reaccionar el compue sto (2), 

que es obtenible mediante el método descrito a cont inuación, 

con el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidri lo. 

  El anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfhidrilo  

se puede obtener por un método bien conocido en la técnica 25 
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(Hermanson, G.T, Bioconjugate Techniques, pp. 56-13 6, pp. 

456-493, Academic Press (1996)).  Ejemplos incluyen : el 

reactivo de Traut se hace reaccionar con el grupo a mino del 

anticuerpo; S-acetiltioalcanoatos de N-succinimidil  se hacen 

reaccionar con el grupo amino del anticuerpo, segui do por 5 

reacción con hidroxilamina; después de reaccionar c on 3-

propionato de N-succinimidil (piridilditio), se hac e 

reaccionar con un agente reductor; el anticuerpo se  hace 

reaccionar con un agente reductor tal como ditiotre itol, 2-

mercaptoetanol, y tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP)  para 10 

reducir el enlace disulfuro en una parte de bisagra  en el 

anticuerpo para formar un grupo sulfhidrilo, pero n o está 

limitado a lo mismo. 

  Específicamente, usando 0.3 a 3 equivalentes 

molares de TCEP como un agente reductor por enlaces  disulfuro 15 

en la parte de bisagra en el anticuerpo y haciendo reaccionar 

con el anticuerpo en una solución amortiguadora que  contenga 

un agente quelante, se puede obtener el anticuerpo en el que 

los enlaces disulfuro en la parte de bisagra en el anticuerpo 

son parcial o completamente reducidos.  Ejemplos de l agente 20 

quelante incluyen ácido etilendiaminotetraacético ( EDTA) y 

ácido dietilentriaminopentaacético (DTPA).  Se pued e usar a 

una concentración de 1 mM a 20 mM.  Ejemplos de la solución 

amortiguadora que se puede usar incluyen una soluci ón de 

fosfato de sodio, borato de sodio o acetato de sodi o.  25 
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Específicamente, al hacer reaccionar el anticuerpo con TCEP a 

4ºC a 37ºC durante 1 a 4 horas, se puede obtener el  

anticuerpo (3a) que tenga grupos sulfhidrilo parcia l o 

totalmente reducidos. 

  Mientras tanto, mediante la realización de una 5 

reacción de adición de un grupo sulfhidrilo a una p orción de 

fármaco-enlazador, la porción de fármaco-enlazador puede ser 

conjugada por un enlace tioéter. 

  Usando 2 a 20 equivalentes molares del compuesto 

(2) por el anticuerpo (3a) que tiene un grupo sulfh idrilo, se 10 

puede producir el conjugado anticuerpo-fármaco (1) en el que 

2 a 8 moléculas de fármaco se conjugan por anticuer po.  

Específicamente, es suficiente que la solución que contenga 

el compuesto (2) disuelto en la misma se añada a un a solución 

amortiguadora que contenga el anticuerpo (3a) que t iene un 15 

grupo sulfhidrilo para la reacción.  Aquí, ejemplos  de la 

solución amortiguadora que se puede usar incluyen s olución de 

acetato de sodio, fosfato de sodio y borato de sodi o.  El pH 

para la reacción es de 5 a 9, y más preferiblemente  la 

reacción se lleva a cabo cerca de pH 7.  Ejemplos d el 20 

solvente para disolver el compuesto (2) incluyen un  solvente 

orgánico tal como sulfóxido de dimetilo (DMSO), 

dimetilformamida (DMF), dimetilacetamida (DMA), y N -metil-2-

pirrolidona (NMP). 

  La reacción puede llevarse a cabo mediante la 25 
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adición de la solución de solvente orgánico que con tiene el 

compuesto (2) disuelto en la mismo a 1 a 20% v/v a una 

solución amortiguadora que contiene el anticuerpo ( 3a) que 

tiene un grupo sulfhidrilo.  La temperatura de reac ción es de 

0 a 37ºC, más preferiblemente 10 a 25°C, y el tiemp o de 5 

reacción es de 0.5 a 2 horas.  La reacción se puede  terminar 

mediante la desactivación de la reactividad del com puesto (2) 

que no haya reaccionado con un reactivo que conteng a tiol.  

Ejemplos del reactivo que contiene tiol incluyen ci steína y 

N-acetil-L-cisteína (NAC).  Más específicamente, me diante la 10 

adición de 1 a 2 equivalentes molares de NAC al com puesto (2) 

que se use y, por incubación a temperatura ambiente  durante 

10 a 30 minutos, la reacción se puede terminar. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (1) producido pue de 

ser sometido a, después de la concentración, interc ambio de 15 

amortiguador, purificación y medición de la concent ración de 

anticuerpos y el número promedio de moléculas de fá rmaco 

conjugadas por molécula de anticuerpo de acuerdo co n 

procedimientos comunes descritos a continuación, pa ra hacer 

una identificación del conjugado anticuerpo-fármaco  (1). 20 

  Procedimiento común A: Concentración de solución 

acuosa de anticuerpo o conjugado anticuerpo-fármaco  

  A un recipiente Amicon Ultra (50,000 MWCO, 

Millipore Corporation), se le añadió una solución d e 

anticuerpo o conjugado anticuerpo-fármaco y la solu ción del 25 
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anticuerpo o conjugado anticuerpo-fármaco se concen tró por 

centrifugación (centrifugar durante 5 a 20 minutos a 2000 G a 

3800 G) usando una centrífuga (Allegra X-15R, Beckm an 

Coulter, Inc.) 

  Procedimiento común B: Medición de la concentraci ón 5 

de anticuerpos 

  Usando un detector UV (Nanodrop 1000, Thermo Fish er 

Scientific Inc.), la medición de la concentración d e 

anticuerpos se realizó de acuerdo con el método def inido por 

el fabricante.  Aquí, el coeficiente de absorción a  280 nm se 10 

puede estimar a partir de la secuencia de aminoácid os de un 

anticuerpo mediante un método de cálculo conocido ( Protein 

Science, 1995, vol. 4, 2411-2423), y se usó un coef iciente de 

absorción a 280 nm diferente para cada anticuerpo ( 1.3 mLmg -

1cm-1  a 1.8 mLmg -1 cm-1 ).  En el caso de U1-59, se usó un 15 

coeficiente de absorción a 280 nm de 1.768 mLmg -1 cm-1  como un 

valor estimado de acuerdo con su secuencia de amino ácidos. 

  Procedimiento común C: intercambio de amortiguado r 

para anticuerpo 

  Una columna NAP-25 (Cat. No. 17-0852-02, GE 20 

Healthcare Japan Corporation) usando soporte Sephad ex G-25 se 

equilibró con amortiguador de fosfato (10 mM, pH 6. 0; se 

denomina PBS6.0/EDTA en la descripción) que contení a cloruro 

de sodio (137 mM) y ácido etilendiaminotetraacético  (EDTA, 5 

mM) de acuerdo con el método definido por el fabric ante.  25 
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Solución acuosa del anticuerpo se aplicó en una can tidad de 

2.5 mL a la columna NAP-25 sola, y luego se recogió  la 

fracción (3.5 mL) eluida con 3.5 mL de PBS6.0/EDTA.   La 

fracción resultante se concentró por el Procedimien to A común 

después de la medición de la concentración del anti cuerpo 5 

usando el Procedimiento común B, la concentración d e 

anticuerpo se ajustó a 10 mg/mL usando PBS6.0/EDTA.  

  Procedimiento común D: Purificación de conjugado 

anticuerpo-fármaco 

  Una columna NAP-25 se equilibró con amortiguador de 10 

acetato que contenía sorbitol (5%) (10 mM, pH 5.5; se 

denomina ABS en la descripción).  Solución de reacc ión acuosa 

del conjugado anticuerpo-fármaco (aproximadamente 2 .5 mL) se 

aplicó a la columna NAP-25, y después se eluyó con el 

amortiguador en una cantidad tal como se define por  el 15 

fabricante para recoger la fracción de anticuerpos.   Mediante 

la realización de un proceso de purificación de fil tración en 

gel, en la que la fracción recogida se aplicó de nu evo a la 

columna NAP-25 y se eluyó con amortiguador, se repi tió de 2 a 

3 veces en total, se obtuvo el conjugado anticuerpo -fármaco 20 

excluyendo enlazador de fármaco no conjugado y un c ompuesto 

de bajo peso molecular clorhidrato de (tris(2-

carboxietil)fosfina (TCEP), N-acetil-L-cisteína (NA C), y 

sulfóxido de dimetilo). 

  Procedimiento común E: Medición de la concentraci ón 25 
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de anticuerpo en el conjugado anticuerpo-fármaco y número 

promedio de moléculas de fármaco conjugadas por mol écula de 

anticuerpo (1) 

  La concentración de fármaco conjugado en el 

conjugado anticuerpo-fármaco se puede calcular midi endo la 5 

absorbancia UV de una solución acuosa del conjugado  

anticuerpo-fármaco en dos longitudes de onda de 280  nm y 370 

nm, seguido por realizar el cálculo que se muestra a 

continuación. 

  Debido a que la absorbancia total de en cualquier  10 

longitud de onda es igual a la suma de la absorbanc ia de cada 

especie química que absorbe la luz que está present es en un 

sistema [aditividad de absorbancia], cuando los coe ficientes 

de absorción molar del anticuerpo y el fármaco sigu en siendo 

los mismos antes y después de la conjugación entre el 15 

anticuerpo y el fármaco, la concentración de anticu erpo y la 

concentración de fármaco en el conjugado anticuerpo -fármaco 

se expresan con las siguientes ecuaciones. 

  A 280  = A D, 280  + A A, 280  = E D, 280 CD + E A, 280 CA Ecuación (1) 

  A 370  = A D, 370  + A A, 370  = E D, 370 CD + E A, 370 CA Ecuación (2) 20 

  En lo anterior, A 280  representa la absorbancia de 

una solución acuosa del conjugado anticuerpo-fármac o a 280 

nm, A 370  representa la absorbancia de una solución acuosa d el 

conjugado anticuerpo-fármaco a 370 nm, A A, 280  representa la 

absorbancia de un anticuerpo a 280 nm, A A, 370  representa la 25 
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absorbancia de un anticuerpo a 370 nm, A D, 280  representa la 

absorbancia de un precursor conjugado a 280 nm, A D, 370  

representa la absorbancia de un precursor conjugado  a 370 nm, 

EA, 280  representa el coeficiente de absorción molar de un  

anticuerpo a 280 nm, E A, 370  representa el coeficiente de 5 

absorción molar de un anticuerpo a 370 nm, E D, 280  representa 

el coeficiente de absorción molar de un precursor c onjugado a 

280 nm, E D, 370  representa el coeficiente de absorción molar de 

un precursor conjugado a 370 nm, C A representa la 

concentración de anticuerpo en un conjugado anticue rpo-10 

fármaco, y C D representa la concentración del fármaco en un 

conjugado anticuerpo-fármaco. 

  En cuanto a la E A, 280 , E A, 370 , E D, 280  y E D, 370  en lo 

anterior, se usan valores preparados previamente (v alor 

estimado basado en el cálculo o el valor de medició n obtenido 15 

por medición UV del compuesto).  Por ejemplo, E A, 280  puede 

estimarse a partir de la secuencia de aminoácidos d e un 

anticuerpo mediante un método de cálculo conocido ( Protein 

Science, 1995, vol.  4, 2411-2423).  E A, 370  es en general 

cero.  En el caso de U1-59, E A, 280  de 259400 se usó como un 20 

valor estimado de acuerdo con su secuencia de amino ácidos.  

ED, 280  y E D, 370  se pueden obtener sobre la base de la ley de 

Lambert-Beer (Absorbancia = concentración molar × coeficiente 

de absorción molar × longitud de la trayectoria celular) 

mediante la medición de la absorbancia de una soluc ión en la 25 
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que el precursor conjugado a ser usado se disuelve en una 

cierta concentración molar.  Mediante la medición d e A 280  y 

A370  de una solución acuosa del conjugado anticuerpo-fá rmaco y 

la solución de las ecuaciones simultáneas (1) y (2)  usando 

los valores, C A y C D se pueden obtener.  Además, al dividir C D 5 

entre C A, el número de unión a fármaco promedio por 

anticuerpo puede ser obtenido. 

  En la presente invención, el método para determin ar 

el número promedio de moléculas de fármaco conjugad as por 

anticuerpo como se describe anteriormente se conoce  como un 10 

"método UV". 

  Procedimiento común F: Medición de número promedi o 

de moléculas de fármaco conjugadas por molécula de anticuerpo 

en conjugado anticuerpo-fármaco - (2) 

  El número promedio de moléculas de fármaco 15 

conjugadas por molécula de anticuerpo en el conjuga do 

anticuerpo-fármaco se puede determinar también por análisis 

de cromatografía de líquidos de alto rendimiento (H PLC) 

usando el siguiente método, además del Procedimient o común E 

mencionado. 20 

  F-1.  Preparación de una muestra para el análisis  

de HPLC (Reducción de conjugado anticuerpo-fármaco)  

  Una solución de conjugado anticuerpo-fármaco 

(aproximadamente 1 mg/mL, 60 u ("u" representa "mic ro")L) se 

mezcla con una solución acuosa de ditiotreitol (DTT ) (100 mM, 25 
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15 uL).  Por incubación de la mezcla a 37ºC durante  30 

minutos, se escinde el enlace disulfuro entre las c adenas L y 

H del conjugado anticuerpo-fármaco.  La muestra res ultante se 

usa en el análisis de HPLC. 

  F-2.  Análisis de HPLC 5 

  El análisis de HPLC se lleva a cabo bajo las 

siguientes condiciones de medición. 

  Sistema de HPLC: sistema de HPLC Agilent 1290 

(Agilent Technologies) 

  Detector: Espectrómetro de absorción ultravioleta  10 

(longitud de onda de medición: 280 nm) 

  Columna: PLRP-S (2.1 ×50 mm, 8 um, 1000 angstroms; 

Agilent Technologies, P/N PL1912-1802) 

  Temperatura de la columna: 80ºC 

  Fase móvil A: solución de ácido trifluoroacético 15 

acuoso (TFA) al 0.04% 

  Fase móvil B: solución de acetonitrilo que contie ne 

TFA al 0.04% 

  Programa de gradientes: 29%-36% (0 min.-12.5 min. ), 

36%-42% (12.5-15 min.), 42%-29% (15 min.-15.1 min.) , 29%-29 % 20 

(15.1 min.-25 min.) 

  Inyección de la muestra: 15 uL 

  F-3.  Análisis de los datos 

  F-3-1  En comparación con las cadenas L (L 0) y H (H 0) 

del anticuerpo no conjugado, las cadenas L conjugad a a 25 
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fármaco (cadena L unida a una molécula de fármaco: L1) y H 

(cadena H unida a una molécula de fármaco: H 1, cadena H unida 

a dos moléculas de fármaco: H 2, cadena H unida a tres 

moléculas de fármaco: H 3) exhiben mayor hidrofobicidad en 

proporción al número de moléculas de fármaco conjug adas y por 5 

lo tanto tienen un tiempo de retención mayor.  Por lo tanto, 

estas cadenas se eluyen en el orden de L 0 y L 1 o H 0, H 1, H 2, y 

H3.  Picos de detección se pueden asignar a cualquier a de L 0, 

L1, H 0, H 1, H 2 y H 3 por la comparación de los tiempos de 

retención con L 0 y H 0. 10 

  F-3-2  Ya que el enlazador de fármaco tiene 

absorción UV, valores de área de pico se corrigen e n 

respuesta al número de moléculas de enlace de fárma cos 

conjugados de acuerdo con la siguiente expresión us ando los 

coeficientes de absorción molar de la cadena L o H y el 15 

enlazador de fármaco. 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

 25 
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  Aquí, un valor estimado de la secuencia de 

aminoácidos de la cadena L o H de cada anticuerpo u sando un 

método de cálculo conocido (Protein Science, 1995, vol. 4, 

2411-2423) se puede usar como el coeficiente de abs orción 

molar (280 nm) de la cadena L o H de cada anticuerp o.  En el 5 

caso de U1-59, un coeficiente de absorción molar de  34690 y 

un coeficiente de absorción molar de 95000 se usaro n como 

valores estimados para las cadenas L y H, respectiv amente, de 

acuerdo con su secuencia de aminoácidos.  El coefic iente de 

absorción molar (280 nm) realmente medido de un com puesto en 10 

el que el grupo maleimida se ha convertido en succi nimida 

tioéter por reacción de cada enlazador de fármaco c on 

mercaptoetanol o N-acetilcisteína se usó como el co eficiente 

de absorción molar (280 nm) del enlazador de fármac o. 

  F-3-3  La relación de área de pico (%) de cada 15 

cadena se calcula para el total de los valores corr egidos de 

áreas pico. 

 

 

 20 

 

Valores corregidos de las respectivas áreas pico A Li , A Hi :L i , 

Hi  

  F-3-4  El número promedio de moléculas de fármaco 

conjugadas por molécula de anticuerpo en el conjuga do 25 
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anticuerpo-fármaco se calcula según la siguiente ex presión. 

  Número promedio de moléculas de fármaco conjugada s 

(relación de área pico L 0 x 0 + relación de área de pico L 0 x 

1 + relación de área pico H 0 x 0 + relación de área pico H 1 x 

1 + relación de área pico H 2 x 2 + relación de área pico H 3 x 5 

3) / 100 x 2 

  En lo que sigue, se describen compuestos 

intermedios de producción usados en el Método de pr oducción 

1.  El compuesto representado por la fórmula (2) en  el método 

de producción 1 es un compuesto representado por la  siguiente 10 

fórmula: 

  (maleimid-N-il)-(CH 2)n 3-C(=O)-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-

(CH2)n 2-C(=O)-(NH-DX) o 

  (maleimid-N-il)-(CH 2)n 3-C(=O)-L 2-L P-(NH-DX). 

  En la fórmula, 15 

  n 3 representa un número entero de 2 a 8, 

  L 2 representa -NH-(CH 2CH2-O)n 4-CH2CH2-C(=O)- o un 

enlace sencillo, 

  en donde n 4 representa un número entero de 1 a 6, 

  L P representa un residuo péptido que consiste en 2 20 

a 7 aminoácidos seleccionados a partir de fenilalan ina, 

glicina, valina, lisina, citrulina, serina, ácido g lutámico y 

ácido aspártico, 

  n 1 representa un número entero de 0 a 6, 

  n 2 representa un número entero de 0 a 5, 25 
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  L a representa -O- o un enlace sencillo, 

  (maleimid-N-il)- es un grupo maleimidilo (grupo 

2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-ilo) representado  por la 

siguiente fórmula: 

 5 

 

 

 

en donde el átomo de nitrógeno es la posición conec tora, y -

(NH-DX) es un grupo representado por la siguiente f órmula: 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

en donde el átomo de nitrógeno del grupo amino en l a posición 

1 es la posición de conexión. 

  En cuanto al residuo de péptido L P, los que 20 

consisten en un aminoácido seleccionado de fenilala nina, 

glicina, valina, lisina, citrulina, serina, ácido g lutámico y 

ácido aspártico se prefieren como un intermediario de 

producción.  Entre el residuo de péptido L P, los que 

consisten en 4 ó 5 aminoácidos se prefieren como un  25 
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intermediario de producción.  Más específicamente, aquellos 

en los que L P es un residuo tetrapéptido de -GGFG- o un 

pentapéptido de -DGGFG- se prefieren como un interm ediario de 

producción, más preferiblemente, -GGFG-. 

  Además, en cuanto al -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2-, los que 5 

tienen -NH-CH 2CH2-, -NH-CH 2CH2CH2-, -NH-CH 2CH2CH2CH2-, -NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-, -NH- CH 2-O-CH2-, o -NH-CH 2CH2-O-CH 2- se 

prefieren como un intermediario de producción.  Un compuesto 

de -NH-CH 2CH2CH2-, -NH-CH 2-O-CH 2-, o -NH-CH 2CH2-O-CH 2 es más 

preferido. 10 

  En cuanto a n 3, aquellos en los que es un número 

entero de 2 a 8 se prefierne como un intermediario de 

producción. 

  En cuanto a L 2, aquellos en los que es un enlace 

sencillo o -NH-(CH 2CH2-O)n 4-CH2CH2-C(=O)- y n 4 es un número 15 

entero de 2 a 4, se prefieren como un intermediario  de 

producción. 

  Además, aquellos en los que n 3 es un número entero 

de 2 a 5, L 2 es un enlace sencillo, y -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2- 

es -NH-CH 2CH2-, -NH-CH 2CH2CH2-, - NH-CH 2CH2CH2CH2-, -NH-20 

CH2CH2CH2CH2CH2-, -NH-CH 2-O-CH 2-, o -NH-CH 2CH2-O-CH 2- se 

prefiere como un intermediario de producción.  Adem ás, más 

preferido entre ellos son aquellos en los que -NH-( CH2)n 1-L a-

(CH2)n 2- es -NH-CH 2CH2-, -NH-CH 2CH2CH2-, -NH-CH 2-O-CH 2-, o - NH-

CH2CH2-O-CH 2-.  Además, se prefieren aquellos en los que n 3 es 25 



 187

un número entero de 2 ó 5. 

  Además, aquellos en los que n 3 es un número entero 

de 2 a 5, L 2 es -NH-(CH 2CH2-O)n 4-CH2CH2-C(=O)-, n 4 es un número 

entero de 2 a 4, y -NH-(CH 2)n 1-L a-(CH 2)n 2 es -NH-CH 2CH2, -NH-

CH2CH2CH2-, -NH-CH 2CH2CH2CH2-, -NH-CH 2CH2CH2CH2CH2-, -NH-CH 2-O-5 

CH2, o -NH-CH 2CH2-O-CH 2- se prefiere como un intermediario de 

producción.  Más preferidos entre ellos son aquello s en los 

que n 4 es un número entero de 2 ó 4.  Además, se prefiere n 

aquellos en los que -NH-(CH 2)n 1-L a- es -NH-CH 2CH2CH2-, -NH-CH 2-

O-CH2-, o -NH-CH 2CH2-O-CH 2-. 10 

  Ejemplos preferidos de los intermediarios que son  

útiles para la producción del compuesto de la prese nte 

invención incluyen los ejemplificados a continuació n: 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-

(NH-DX), 15 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-

(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-20 

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-

(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

C(=O)-(NH-DX), 25 
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  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2CH2-5 

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2CH2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 10 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2CH2CH2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-15 

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 20 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-25 
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CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-

C(=O)-(NH-DX), 5 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-CH 2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-

CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-CH 2-10 

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-CH 2-

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

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-O-

CH2-C(=O)-(NH-DX), 15 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-

O-CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-20 

CH2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-NH-CH 2CH2-O-CH 2CH2-O-

CH2CH2-O-CH 2CH2-O-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 25 
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  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX), o 5 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX). 

  Mediante la reacción del compuesto fármaco-

enlazador seleccionado del grupo de compuestos inte rmedios 

antes mencionado con un anticuerpo anti-Her3 o un d erivado 

reactivo del mismo, un enlace tioéter se puede form ar en una 10 

porción de enlace de disulfuro presente en una part e de 

bisagra del anticuerpo anti-Her3, y como resultado,  el 

conjugado anticuerpo anti-Her3-fármaco de la presen te 

invención puede ser producido.  En este caso, es pr eferible 

usar un derivado reactivo de un anticuerpo anti-Her 3.  Un 15 

derivado reactivo obtenido mediante la reducción de  un 

anticuerpo anti-Her3 es particularmente preferido. 

  Los siguientes son un compuesto que se prefiere m ás 

como un intermediario de producción. 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-C(=O)-20 

(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2-C(=O)-

(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-

C(=O)-(NH-DX), 25 
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  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-NH-5 

CH2CH2CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2-O-

CH2-C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2-

O-CH2-C(=O)-(NH-DX), 10 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2 -C(=O)-NH-CH 2CH2 -O-

CH2CH2 -O-CH 2 CH2 -C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2 -C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2 -C(=O)-NH-CH 2CH2 -O-

CH2CH2 -O-CH 2 CH2 -C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2 -C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2 -C(=O)-NH-CH 2CH2 -O-15 

CH2CH2 -O-CH 2 CH2 -O-CH 2CH2 -O-CH 2CH2 -C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2 -C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2 -C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2 -C(=O)-DGGFG-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2 -C(=O)-DGGFG-(NH-20 

DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2 -C(=O)-DGGFG-

(NH-DX). 

  Además, entre el grupo de compuestos 

intermediarios antes mencionado, los compuestos 25 
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intermediarios representados por la siguiente fórmu la 

son un compuesto más preferido: 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2 -C(=O)-NH-CH 2CH2 -O-

CH2CH2 -O-CH 2 CH2 -C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2 -C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2 -C(=O)-GGFG-NH-5 

CH2 -O-CH 2 -C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2 -C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2 -O-CH 2 -C(=O)-(NH-DX), 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2 -C(=O)-DGGFG-

NH-CH2CH2CH2 -C(=O)-(NH-DX), o 10 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-DGGFG-(NH-DX). 

  Part icularmente preferidos son los compuestos 

que están representados por la siguiente fórmula: 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2 -C(=O)-NH-CH 2CH2 -O-

CH2CH2 -O-CH 2 CH2 -C(=O)-GGFG-NH-CH 2CH2CH2 -C(=O)-(NH-DX), 15 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2 -C(=O)-GGFG-NH-

CH2 -O-CH 2 -C(=O)-(NH-DX), o 

  (maleimid-N-il)-CH 2CH2CH2CH2CH2 -C(=O)-GGFG-NH-

CH2CH2 -O-CH 2 -C(=O)-(NH-DX). 

  2.  Método de producción 2 20 

  El compuesto representado por la fórmula (2) 

o una sal farmacológicamente aceptable del mismo qu e 

se usa como un intermediario en el método de 

producción anterior puede ser producido por el 

siguiente método, por ejemplo. 25 
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 5 

 

 

 

 

  en la fórmula, L 1’  corresponde a L 1 que tienen una 10 

estructura en la que la terminal se convierte en un  grupo 

maleimidilo y P 1, P 2 y P 3 representan un grupo protector. 

  El compuesto (6) se puede producir por 

derivatización del ácido carboxílico (5) en un éste r activo, 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y, en 15 

presencia de base, haciéndolo reaccionar con NH 2-DX 

[indicando exatecano; nombre químico: (1S,9S)-1-ami no-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 farmacológicamen te 20 

aceptable del mismo. 

  Los reactivos y condiciones de reacción que se us an 

comúnmente para la síntesis de péptidos se pueden e mplear 

para la reacción.  Hay varios tipos de éster activo , por 

ejemplo, puede ser producido al hacer reaccionar fe noles 25 



 194

tales como p-nitrofenol, N-hidroxi benzotriazol, N-

hidroxisuccinimida, o similares, con el ácido carbo xílico (5) 

usando un agente de condensación tal como N,N'-

diciclohexilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-3- (3-

dimetilaminopropil)carbodiimida; además, el éster a ctivo 5 

también se puede producir por una reacción del ácid o 

carboxílico (5) con trifluoroacetato de pentafluoro fenilo o 

similares; una reacción del ácido carboxílico (5) c on 1- 

hexafluorofosfito de benzotriazolil 

oxitripirrolidinofosfonio; una reacción del ácido c arboxílico 10 

(5) con cianofosfonato de dietilo (método de Shioir i); una 

reacción del ácido carboxílico (5) con trifenilfosf ina y 

disulfuro de 2,2'-dipiridilo (método de Mukaiyama);  una 

reacción del ácido carboxílico (5) con un derivado de 

triazina, tal como cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5 -triazin-15 

2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM); o similar.  Además , la 

reacción también se puede realizar mediante, por ej emplo, un 

método de haluro de ácido por el cual el ácido carb oxílico 

(5) se trate con haluro de ácido tal como cloruro d e tionilo 

y cloruro de oxalilo en presencia de una base. 20 

  Haciendo reaccionar el éster activo, anhídrido de  

ácido mixto, o haluro de ácido del ácido carboxílic o (5) 

obtenido como anteriormente con el compuesto (4) en  presencia 

de una base adecuada en un solvente inerte a una te mperatura 

de reacción de -78ºC a 150ºC, el compuesto (6) se p uede 25 
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producir.  Mientras tanto, "solvente inerte" indica  un 

solvente que no inhibe una reacción deseada para la  que se 

use el solvente. 

  Ejemplos específicos de la base usada para cada 

etapa descrita anteriormente incluyen un carbonato,  un 5 

alcóxido, un hidróxido o un hidruro de un metal alc alino o un 

metal alcalinotérreo, tal como carbonato de sodio, carbonato 

de potasio, etóxido de sodio, butóxido de potasio, hidróxido 

de sodio, hidróxido de potasio, hidruro de sodio, o  hidruro 

de potasio; base organometálica representada por un  alquil 10 

litio tal como n-butil litio, o dialquilamino litio  tal como 

diisopropilamida de litio; base organometálica tal como 

bissililamina incluyendo bis(trimetilsilil)amida de  litio; y 

base orgánica tal como piridina, 2,6-lutidina, coli dina, 4-

dimetilaminopiridina, trietilamina, N-metilmorfolin a, 15 

diisopropiletilamina, y diazabiciclo[5.4.0]undec-7- eno (DBU). 

  Ejemplos del solvente inerte que se usa para la 

reacción de la presente invención incluyen un solve nte 

hidrocarbonado halogenado tal como diclorometano, c loroformo 

y tetracloruro de carbono; un solvente de éter tal como 20 

tetrahidrofurano, 1,2-dimetoxietano y dioxano; un s olvente de 

hidrocarburo aromático tal como benceno y tolueno; y un 

solvente de amida tal como N,N-dimetilformamida, N, N-

dimetilacetamida, y N-metilpirrolidin-2-ona.  Ademá s de 

ellos, un solvente de sulfóxido tal como sulfóxido de 25 
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dimetilo y sulfolano; un solvente de cetona tal com o acetona 

y metil etil cetona; y un solvente alcohólico tal c omo 

metanol y etanol se puede usar en algunos casos.  

Alternativamente, estos solventes se pueden usar co mo un 

solvente mixto. 5 

  En cuanto al grupo protector P 1 para el grupo amino 

terminal del compuesto (6), se puede usar un grupo protector 

para un grupo amino que se use generalmente para la  síntesis 

de péptidos, por ejemplo, grupo terc-butiloxi carbo nilo, 

grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo y grupo bencilo xi 10 

carbonilo.  Ejemplos del otro grupo protector para un grupo 

amino incluyen un grupo alcanoilo tal como grupo ac etilo; un 

grupo alcoxicarbonilo tal como un grupo metoxicarbo nilo y 

grupo etoxicarbonilo; un grupo carbonilo arilmetoxi  tal como 

un grupo parametoxibenciloxi carbonilo, y grupo par a (u orto) 15 

nitrobenciloxi carbonilo; un grupo arilmetilo tal c omo un 

grupo bencilo y grupo trifenil metilo; un grupo aro ilo tal 

como un grupo benzoilo; y un grupo arilsulfonilo ta l como un 

grupo 2,4-dinitrobencen sulfonilo y grupo ortonitro bencen 

sulfonilo.  El grupo protector P 1 se puede seleccionar 20 

dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un compuesto 

que tenga un grupo amino a ser protegido. 

  Desprotegiendo el grupo protector P 1 para el grupo 

amino terminal del compuesto (6) obtenido, se puede  producir 

el compuesto (7).  En esta desprotección, los react ivos y 25 
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condiciones se pueden seleccionar dependiendo del g rupo 

protector. 

  El compuesto (9) se puede producir por 

derivatización del ácido carboxílico péptido (8) qu e tenga la 

N-terminal protegida con P 2 en un éster activo, anhídrido de 5 

ácido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar co n el 

compuesto (7) obtenido.  Las condiciones de reacció n, los 

reactivos, base, y solvente inerte usados para una formación 

de enlaces peptídicos entre el ácido carboxílico pé ptido (8) 

y el compuesto (7) pueden ser adecuadamente selecci onadas de 10 

las descritos para la síntesis del compuesto (6).  El grupo 

protector P 2 puede ser adecuadamente seleccionado de los 

descritos para el grupo protector del compuesto (6) , y la 

selección puede hacerse sobre la base de, por ejemp lo, las 

propiedades del compuesto que tenga un grupo amino a ser 15 

protegido.  Tal como se usa en general para la sínt esis de 

péptidos, repitiendo secuencialmente la reacción y la 

desprotección del aminoácido o péptido que constitu ya el 

ácido carboxílico péptido (8) para la elongación, e l 

compuesto (9) también se puede producir. 20 

  Desprotegiendo P 2 como el grupo protector para el 

grupo amino del compuesto (9) obtenido, se puede pr oducir el 

compuesto (10).  En esta desprotección, los reactiv os y 

condiciones se pueden seleccionar dependiendo del g rupo 

protector. 25 
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  Es posible producir el compuesto (2) por 

derivatización del ácido carboxílico (11) en un ést er activo, 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y 

haciéndolo reaccionar con el compuesto (10) obtenid o.  Las 

condiciones de reacción, los reactivos, base, y sol vente 5 

inerte usado para la formación de un enlace peptídi co entre 

el ácido carboxílico (11) y el compuesto (10) puede n 

seleccionarse adecuadamente de las descritas para l a síntesis 

del compuesto (6). 

  El compuesto (9) también se puede producir por el  10 

siguiente método, por ejemplo. 

  El compuesto (13) se puede producir por 

derivatización del ácido carboxílico péptido (8) qu e tenga la 

N-terminal protegida con P 2 en éster activo, anhídrido de 

ácido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar co n el 15 

compuesto de amina (12) que tenga el grupo carboxi protegido 

con P 3 en presencia de una base.  Las condiciones de 

reacción, los reactivos, base, y solvente inerte us ado para 

la formación de un enlace peptídico entre el ácido 

carboxílico péptido (8) y el compuesto (12) pueden ser 20 

adecuadamente seleccionadas de las descritas para l a síntesis 

del compuesto (6). 

  El grupo protector P 2 para el grupo amino del 

compuesto (13) no está limitado particularmente si es un 

grupo protector que se usa comúnmente.  Específicam ente, 25 
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ejemplos del grupo protector para un grupo hidroxil o incluyen 

un grupo alcoximetilo tal como un grupo metoximetil o; un 

grupo arilmetilo tal como un grupo bencilo, un grup o 4-

metoxibencilo, y un grupo trifenilmetilo; un grupo alcanoilo 

tal como grupo acetilo; un grupo aroilo tal como un  grupo 5 

benzoilo; y un grupo sililo tal como un grupo terc- butil 

difenilsililo.  El grupo carboxi puede ser protegid o por un 

éster con un grupo alquilo tal como grupo metilo, g rupo 

etilo, y grupo terc-butilo, un grupo alilo, o un gr upo 

arilmetilo tal como un grupo bencilo.  En cuanto al  grupo 10 

amino, se pueden mencionar un grupo alquiloxi carbo nilo tal 

como un grupo terc-butiloxi carbonilo, grupo metoxi carbonilo, 

y grupo etoxicarbonilo; un grupo arilmetoxi carboni lo tal 

como grupo aliloxicarbonilo, grupo 9-fluorenilmetil oxi 

carbonilo, grupo benciloxi carbonilo, grupo 15 

parametoxibenciloxi carbonilo, y grupo para (u orto ) 

nitrobenciloxi carbonilo; un grupo alcanoilo tal co mo grupo 

acetilo; un grupo arilmetilo tal como un grupo benc ilo y 

grupo trifenil metilo; un grupo aroilo tal como un grupo 

benzoilo; y un grupo arilsulfonilo tal como un grup o 2,4-20 

dinitrobencen sulfonilo o grupo ortonitrobencen sul fonilo. 

  En cuanto al grupo protector P 3 para un grupo 

carboxi, se puede usar un grupo protector usado com únmente 

como un grupo protector para un grupo carboxi en la  química 

de síntesis orgánica, en particular, la síntesis de  péptidos.  25 
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Un grupo carboxilo puede protegerse como un éster c on un 

grupo alquilo tal como un grupo metilo, un grupo et ilo, o un 

grupo terc-butilo, un grupo alilo, y un grupo arilm etilo tal 

como un grupo bencilo. 

  En tal caso, es preferible que el grupo protector  5 

para un grupo amino y el grupo protector para un gr upo 

carboxi puede ser eliminado por un método diferente  o 

condiciones diferentes.  Por ejemplo, un ejemplo 

representativo incluye una combinación en la que P 2 es un 

grupo terc-butiloxi carbonilo y P 3 es un grupo bencilo.  Los 10 

grupos protectores se pueden seleccionar de los ant eriormente 

citados dependiendo de, por ejemplo, las propiedade s de un 

compuesto que tenga un grupo amino y un grupo carbo xi a 

proteger.  Para la eliminación de los grupos protec tores, los 

reactivos y condiciones se pueden seleccionar en fu nción del 15 

grupo protector. 

  Por desprotección del grupo protector P 3 para el 

grupo carboxi del compuesto (13) obtenido, el compu esto (14) 

se puede producir.  En esta desprotección, los reac tivos y 

las condiciones se seleccionan en función del grupo  20 

protector. 

  El compuesto (9) se puede producir por 

derivatización del compuesto (14) obtenido en un és ter 

activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o 

similares y haciendo reaccionar con el compuesto (4 ) en 25 
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presencia de una base.  Para la reacción, los react ivos y 

condiciones de reacción que se usan generalmente pa ra la 

síntesis de péptidos también se pueden usar, y las 

condiciones de reacción, los reactivos, base, y sol vente 

inerte usados para la reacción se pueden selecciona r 5 

adecuadamente a partir de las descritas para la sín tesis del 

compuesto (6). 

  El compuesto (2) también se puede producir por el  

siguiente método, por ejemplo. 

  Por desprotección del grupo protector P 2 para el 10 

grupo amino del compuesto (13), el compuesto (15) s e puede 

producir.  En esta desprotección, los reactivos y c ondiciones 

se pueden seleccionar dependiendo del grupo protect or. 

  El compuesto (16) se puede producir por 

derivatización del derivado de ácido carboxílico (1 1) en un 15 

éster activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de á cido, o 

similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (15) 

obtenido en presencia de una base.  Las condiciones  de 

reacción, los reactivos, base, y solvente inerte us ado para 

la formación de un enlace amida entre el ácido carb oxílico 20 

péptido (11) y el compuesto (15) pueden ser adecuad amente 

seleccionados de las descritas para la síntesis del  compuesto 

(6). 

  Por desprotección del grupo protector para el gru po 

carboxi del compuesto (16) obtenido, el compuesto ( 17) se 25 
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puede producir.  En esta desprotección, se puede ll evar a 

cabo de forma similar a la desprotección de grupo c arboxilo 

para producir el compuesto (14). 

  El compuesto (2) puede ser producido por 

derivatización del compuesto (17) en un éster activ o, 5 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y 

haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en prese ncia de 

una base.  Para la reacción, los reactivos y condic iones de 

reacción que se usan generalmente para la síntesis de 

péptidos también se pueden usar, y las condiciones de 10 

reacción, los reactivos, base, y solvente inerte us ado para 

la reacción se pueden seleccionar adecuadamente a p artir de 

las descritas para la síntesis del compuesto (6). 

  3.  Método de producción 3 

  El compuesto representado por la fórmula (2) usad o 15 

como un intermediario también se puede producir por  el 

siguiente método. 

 

 

 20 

 

 

 

 

 25 
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  en la fórmula, L 1'  corresponde a L 1 que tienen un 

estructura en la que la terminal se convierte en un  grupo 

maleimidilo y P 4 representa un grupo protector. 

  El compuesto (19) se puede producir por 

derivatización del compuesto (11) en un éster activ o, 5 

anhídrido de ácido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar 

con el ácido carboxílico péptido (18) que tenga la C-terminal 

protegida con P 4 en presencia de una base.  Las condiciones 

de reacción, los reactivos, base, y solvente inerte  usado 

para la formación de un enlace peptídico entre el á cido 10 

péptido carboxílico (18) y el compuesto (11) pueden  ser 

adecuadamente seleccionadas de las descritas para l a síntesis 

del compuesto (6).  El grupo protector P 4 para el grupo 

carboxi del compuesto (18) puede seleccionarse adec uadamente 

a partir de los grupos protectores mencionados ante riormente. 15 

  Por desprotección del grupo protector para el gru po 

carboxi del compuesto (19) obtenido, el compuesto ( 20) se 

puede producir.  Esta desprotección se puede llevar  a cabo de 

forma similar a la desprotección del grupo carboxil o para 

producir el compuesto (14). 20 

  El compuesto (2) puede ser producido por 

derivatización del compuesto (20) obtenido en un és ter 

activo, anhídrido de ácido mixto, o similares y hac iéndolo 

reaccionar con el compuesto (7).  Para la reacción,  los 

reactivos y condiciones de reacción que se usan gen eralmente 25 
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para la síntesis de péptidos también se pueden usar , y las 

condiciones de reacción, los reactivos, base, y sol vente 

inerte usado para la reacción se pueden seleccionar  

adecuadamente a partir de las descritas para la sín tesis del 

compuesto (6). 5 

  4.  Método de producción 4 

  En lo que sigue, dentro del intermediario de 

producción (10) descrito en el método de producción  2, se 

describe en detalle el método para producir el comp uesto 

(10b) que tiene n 1 = 1 y L a = 0.  El compuesto representado 10 

por la fórmula (10b), una sal o un solvato del mism o puede 

ser producido de acuerdo con el siguiente método, p or 

ejemplo. 

 

 15 

 

 

 

  en la fórmula, L P es como se ha definido 

anteriormente, L representa un grupo acilo que incl uye un 20 

grupo alcanoilo tal como un grupo acetilo o un grup o aroilo 

tal como grupo benzoilo, o representa un átomo de h idrógeno o 

similares, X e Y representan un oligopéptido que co nsiste en 

1 a 3 aminoácidos, P 5 y P 7 representan un grupo protector para 

un grupo amino, y P 6 representa un grupo protector para un 25 
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grupo carboxi. 

  Un compuesto representado por la fórmula (21) se 

puede producir mediante el uso o la aplicación del método 

descrito en la Patente japonesa abierta a inspecció n pública 

No. 2002-60351 o la literatura (J. Org. Chem., Vol.  51, 5 

página 3196, 1986), y si es necesario, mediante la 

eliminación de los grupos protectores o la modifica ción de 

los grupos funcionales.  Alternativamente, también puede 

obtenerse mediante el tratamiento de un aminoácido con un 

grupo amino terminal protegido o amida de ácido de 10 

oligopéptido con el grupo amino protegido con el al dehído o 

cetona. 

  Haciendo reaccionar el compuesto (21) con el 

compuesto (22) que tiene un grupo hidroxilo en cond iciones de 

temperatura que van desde bajo enfriamiento a tempe ratura 15 

ambiente en un solvente inerte en presencia de un á cido o una 

base, el compuesto (23) se puede producir. 

  Aquí, ejemplos del ácido que se puede usar pueden  

incluir ácido inorgánico tal como ácido fluorhídric o, ácido 

clorhídrico, ácido sulfúrico, ácido nítrico, ácido fosfórico 20 

y ácido bórico; un ácido orgánico tal como ácido ac ético, 

ácido cítrico, ácido paratoluensulfónico y ácido 

metanosulfónico; y un ácido de Lewis tal como 

tetrafluoroborato, cloruro de zinc, cloruro de esta ño, 

cloruro de aluminio y cloruro de hierro.  Entre ell os, los 25 
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ácidos sulfónicos son preferibles, y ácido 

paratoluensulfónico es particularmente preferible.  En cuanto 

a la base, cualquiera de las bases antes mencionada s puede 

ser adecuadamente seleccionada y usada.  Ejemplos p referidos 

de las mismas incluyen un alcóxido de metal alcalin o tal como 5 

terc-butóxido de potasio, un hidróxido de metal alc alino o 

metal alcalinotérreo tal como hidróxido de sodio e hidróxido 

de potasio; hidruro de metal alcalino tal como hidr uro de 

sodio e hidruro de potasio; base organometálica rep resentada 

por dialquilamino litio tal como diisopropilamida d e litio; y 10 

base organometálica de bissililamina tal como 

bis(trimetilsilil)amida de litio. 

  Ejemplos del solvente que se usa para la reacción  

incluyen un solvente de éter tal como tetrahidrofur ano y 1,4-

dioxano; y un solvente de hidrocarburo aromático ta l como 15 

benceno y tolueno.  Estos solventes se pueden prepa rar como 

una mezcla con agua. 

  Además, el grupo protector para un grupo amino ta l 

como se representa como P 5 no está limitado particularmente 

si es un grupo comúnmente usado para la protección de un 20 

grupo amino.  Ejemplos representativos pueden inclu ir los 

grupos protectores para un grupo amino que se descr ibe en el 

Método de Producción 2.  Sin embargo, el grupo prot ector para 

un grupo amino como el representado como P 5 puede ser 

escindido en el curso de la reacción.  En tal caso,  un grupo 25 
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protector puede ser reintroducido mediante la reali zación de 

una reacción adecuadamente con un reactivo adecuado  para 

proteger un grupo amino según sea necesario. 

  El compuesto (24) puede ser derivado mediante la 

eliminación del grupo protector P 6 del compuesto (23).  En 5 

este documento, aunque se describen ejemplos repres entativos 

del grupo protector para un grupo carboxi tal como se 

representa como P 6 en el Método de producción 2, se puede 

seleccionar apropiadamente a partir de estos ejempl os.  En el 

compuesto (23), es deseable que el grupo protector P5 para un 10 

grupo amino y el grupo protector P 6 para un grupo carboxi 

sean los grupos protectores que se puedan eliminar mediante 

un método diferente o condiciones diferentes.  Por ejemplo, 

un ejemplo representativo puede incluir una combina ción en la 

que P 5 sea un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo y P 6 sea un 15 

grupo bencilo.  Los grupos protectores se pueden se leccionar 

dependiendo de, por ejemplo, las propiedades de un compuesto 

que tenga un grupo amino y un grupo carboxi a prote ger.  Para 

la eliminación de los grupos protectores, los react ivos y 

condiciones se seleccionan dependiendo del grupo pr otector. 20 

  El compuesto (26) se puede producir por 

derivatización del compuesto (24) en un éster activ o, 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y 

haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) o una sa l 

farmacológicamente aceptable del mismo en presencia  de una 25 
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base para producir el compuesto (25) seguido de la 

eliminación del grupo protector P 5 del compuesto (25) 

obtenido.  Para la reacción entre el compuesto (4) y el ácido 

carboxílico (24) y la reacción para eliminar el gru po 

protector P 6, los mismos reactivos y condiciones de reacción 5 

que los descritos para el Método de producción 2 pu eden ser 

usados. 

  El compuesto (10b) se puede producir haciendo 

reaccionar el compuesto (26) con un aminoácido con el grupo 

amino terminal protegido o el oligopéptido (27) con  el grupo 10 

amino protegido para producir el compuesto (9b) y l a 

eliminación del grupo protector P 7 del compuesto (9b) 

obtenido.  El grupo protector para un grupo amino t al como se 

representa como P 7 no está limitado particularmente si se usa 

generalmente para la protección de un grupo amino.  Ejemplos 15 

representativos de los mismos incluyen los grupos p rotectores 

para un grupo amino que se describe en el Método de  

producción 2.  Para eliminar el grupo protector, lo s 

reactivos y las condiciones se seleccionan en funci ón del 

grupo protector.  Para la reacción entre el compues to (26) y 20 

el compuesto (27), se pueden emplear los reactivos y 

condiciones de reacción que se usen comúnmente para  la 

síntesis de péptidos.  El compuesto (10b) producido  por el 

método antes mencionado se puede derivatizar en el compuesto 

(1) de la presente invención de acuerdo con el méto do 25 
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descrito anteriormente. 

  5.  Método de producción 5 

  El compuesto representado por la fórmula (2) como  

un intermediario también se puede producir por el m étodo que 

se muestra a continuación. 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

  en la fórmula, L 1'  corresponde a L 1 que tiene una 20 

estructura en la que la terminal se convierte en un  grupo 

maleimidilo, L P representa una estructura que consiste en -

Lp1-L p2-, y P 3, P 8, P 9, P 10, P 11 y P 12 representan un grupo 

protector. 

  Debido a que L P se forma conectando L p1 a L p2, el 25 
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aminoácido hidrófilo en la N-terminal de L P se deriva de L p1, 

y por lo tanto, los que tienen un aminoácido hidróf ilo en la 

N-terminal se emplean adecuadamente como L p1.  Mientras tanto, 

varios aminoácidos hidrófilos pueden estar presente s en el 

mismo.  Además, cuando L p2 se emplea con aminoácido hidrófilo, 5 

Lp que tiene varios aminoácidos hidrófilos en la N-te rminal 

de L P o en la N-terminal y en otras posiciones se puede 

producir dependiendo de la localización del aminoác ido 

hidrófilo. 

  El compuesto (29) se puede producir por 10 

derivatización del péptido o aminoácido (28) que te nga la N-

terminal protegida con P 2 en éster activo, anhídrido de ácido 

mixto, o similares y haciéndolo reaccionar con el c ompuesto 

(7) obtenido.  Las condiciones de reacción, los rea ctivos, 

base, y solvente usados para la formación de un enl ace amida 15 

entre el péptido o aminoácido (28) y el compuesto ( 7) pueden 

ser adecuadamente seleccionadas de las descritas pa ra la 

síntesis del compuesto (6).  El grupo protector P 8 para un 

grupo amino puede seleccionarse adecuadamente de lo s 

descritos para el grupo protector del compuesto (6) , y la 20 

selección puede hacerse con base en las propiedades  del 

compuesto o similares.  Tal como se usa en general para la 

síntesis de péptidos, repitiendo secuencialmente la  reacción 

y la desprotección del aminoácido o péptido que con stituye el 

péptido o aminoácido (28) para la elongación, el co mpuesto 25 
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(29) se puede producir también. 

  Por desprotección de P 8 como grupo protector del 

grupo amino del compuesto (29) obtenido, el compues to (23) se 

puede producir.  En esta desprotección, los reactiv os y 

condiciones se pueden seleccionar dependiendo del g rupo 5 

protector. 

  El compuesto (32) se puede producir por 

derivatización del aminoácido o péptido (31) que te nga la N-

terminal protegida con P 8 y el grupo carboxi, grupo hidroxi o 

grupo amino protegido en la cadena lateral protegid a en éster 10 

activo, anhídrido de ácido mixto, o similares y hac iéndolo 

reaccionar con el compuesto (30) obtenido.  Las con diciones 

de reacción, los reactivos, base, y solvente inerte  usado 

para la formación de un enlace peptídico entre el a minoácido 

o péptido (31) y el compuesto (30) pueden seleccion arse 15 

adecuadamente de las descritas para la síntesis del  compuesto 

(6).  En cuanto a los grupos protectores P 8 y P 9, los grupos 

protectores pueden ser adecuadamente seleccionados a partir 

de aquellos descritos como grupo protector para un grupo 

amino, grupo carboxi o grupo hidroxi del compuesto (6).  Sin 20 

embargo, en tal caso, es necesario que el grupo pro tector P 9 

para un grupo amino y el grupo protector P 10 para un grupo 

funcional en la cadena lateral pueda ser eliminado por un 

método diferente o condiciones diferentes.  Por eje mplo, un 

ejemplo representativo incluye una combinación en c aso de que 25 
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P9 sea un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo y P 10 sea un 

grupo terc-butilo o similares como un grupo protect or para un 

grupo carboxi, un grupo metoximetilo o similar como  un grupo 

protector para un grupo hidroxi, o un grupo terc-

butiloxicarbonilo o similar como un grupo protector  para un 5 

grupo amino.  El grupo protector P 10 para un grupo funcional 

en una cadena lateral es preferiblemente un grupo p rotector 

que se puede desproteger mediante un tratamiento en  

condiciones ácidas.  Sin embargo, no se limita a es to, y 

puede ser seleccionado entre los anteriormente cita dos 10 

dependiendo de, por ejemplo, las propiedades del gr upo amino, 

grupo carboxi, o grupo hidroxi de un compuesto a se r 

protegido.  Para la eliminación de los grupos prote ctores, 

los reactivos y condiciones se seleccionan dependie ndo del 

grupo protector.  Tal como se usa en general para l a síntesis 15 

de péptidos, repitiendo secuencialmente la reacción  y la 

desprotección del aminoácido que constituye o pépti do para la 

elongación, el compuesto (32) se puede producir tam bién. 

  Por desprotección de P 9 como grupo protector del 

grupo amino terminal del compuesto (32) obtenido, e l 20 

compuesto (33) se puede producir.  En esta desprote cción, los 

reactivos y condiciones se pueden seleccionar depen diendo del 

grupo protector. 

  Es posible producir el compuesto (34) por 

derivatización del derivado de ácido carboxílico (1 1) en un 25 
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éster activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de á cido, o 

similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (33) 

obtenido.  En este documento, el derivado de ácido 

carboxílico (11) es un compuesto con una estructura  en la que 

la terminal enlazadora de L 1'  tiene un grupo maleimidilo. 5 

  Las condiciones de reacción, los reactivos, base,  y 

solvente usados para la formación de un enlace pept ídico 

entre el derivado de ácido carboxílico (11) y el co mpuesto 

(33) pueden ser adecuadamente seleccionadas de las descritas 

para la síntesis del compuesto (6). 10 

  Desprotegiendo el grupo protector P 10 para el grupo 

carboxilo, grupo hidroxi, o un grupo amino en la ca dena 

lateral de aminoácidos de la parte peptídica del co mpuesto 

(34) obtenido, el compuesto (2) puede ser producido .  Los 

reactivos y condiciones se pueden seleccionar en fu nción del 15 

grupo protector. 

  El compuesto (29) también se puede producir por e l 

siguiente método, por ejemplo. 

  El compuesto (35) se puede producir por 

derivatización del péptido o aminoácido (28) que te nga la N-20 

terminal protegida con P 8 en éster activo, anhídrido de ácido 

mixto, o similares y haciéndolo reaccionar con el c ompuesto 

de amina (12) que tenga el grupo carboxi terminal p rotegido 

con P 3 en presencia de una base.  Las condiciones de 

reacción, los reactivos, base, y solvente usados pa ra la 25 
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formación de un enlace peptídico entre el péptido o  

aminoácido (28) y el compuesto (12) pueden ser adec uadamente 

seleccionadas de las descritas para la síntesis del  compuesto 

(6).  El grupo protector P 8 para un grupo amino del compuesto 

(35) puede ser adecuadamente seleccionado y usado d e los 5 

descritos como un grupo protector para el compuesto  (6).  En 

cuanto al grupo protector P 3 para un grupo carboxi, se puede 

usar un grupo protector usado comúnmente como un gr upo 

protector para un grupo carboxi en la química de sí ntesis 

orgánica, en particular, la síntesis de péptidos.  Ejemplos 10 

específicos incluyen éster de alquilo tal como grup o metilo, 

grupo etilo, y terc-butilo, éster de alilo, y éster  de 

bencilo, y puede ser adecuadamente seleccionados y usados de 

los grupos protectores que se describen para el com puesto 

(6).  En tal caso, es necesario que el grupo protec tor P 8 15 

para un grupo amino y el grupo protector P 3 para un grupo 

carboxi pueda ser eliminado por un método diferente  o 

condiciones diferentes.  Por ejemplo, un ejemplo 

representativo incluye una combinación en la que P 8 es un 

grupo terc-butiloxi carbonilo y P 3 es un grupo bencilo.  Los 20 

grupos protectores se pueden seleccionar de los ant eriormente 

citados dependiendo de, por ejemplo, las propiedade s de un 

compuesto que tenga un grupo amino y un grupo carbo xi a 

proteger.  Para la eliminación de los grupos protec tores, los 

reactivos y condiciones se seleccionan dependiendo del grupo 25 
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protector. 

  Desprotegiendo el grupo protector P 3 para el grupo 

carboxi del compuesto (35) obtenido, el compuesto ( 36) se 

puede producir.  En esta desprotección, los reactiv os y las 

condiciones se seleccionan en función del grupo pro tector. 5 

  El compuesto (29) se puede producir por 

derivatización del compuesto (36) obtenido en un és ter 

activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o 

similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en 

presencia de una base.  Para la reacción, los react ivos y 10 

condiciones de reacción que se usen generalmente pa ra la 

síntesis de péptidos se pueden usar también, y las 

condiciones de reacción, los reactivos, base, y sol vente 

usado para la reacción se pueden seleccionar adecua damente a 

partir de los descritos para la síntesis del compue sto (6). 15 

  El compuesto (32) también se puede producir por e l 

siguiente método, por ejemplo. 

  Desprotegiendo el grupo protector P 8 para el grupo 

amino del compuesto (35), el compuesto (37) se pued e 

producir.  En esta desprotección, los reactivos y c ondiciones 20 

se pueden seleccionar dependiendo del grupo protect or. 

  El compuesto (38) se puede producir por 

derivatización del aminoácido o péptido (31) en un éster 

activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o 

similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (37) 25 
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obtenido en presencia de una base.  Las condiciones  de 

reacción, los reactivos, base, y solvente usados pa ra la 

formación de un enlace amida entre el aminoácido o péptido 

(31) y el compuesto (37) pueden ser adecuadamente 

seleccionados de los descritos para la síntesis del  compuesto 5 

(6).  En tal caso, es necesario que el grupo protec tor P 9 y 

P10 para el aminoácido o péptido (31) y el grupo prote ctor P 3 

para el compuesto (37) se pueden eliminar mediante un método 

diferente o condiciones diferentes.  Por ejemplo, u n ejemplo 

representativo incluye una combinación en la que P 9 es un 10 

grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo, P 10 es un grupo terc-

butiloxi carbonilo, grupo terc-butilo, o un grupo 

metoximetilo, y P 3 es un grupo bencilo.  Además, el grupo 

protector P 10 para un grupo funcional en una cadena lateral es 

preferiblemente un grupo protector que se puede des proteger 15 

mediante un tratamiento en condiciones ácidas como se 

describe anteriormente.  Sin embargo, no se limita a esto, y 

puede ser seleccionado entre los anteriormente cita dos 

dependiendo de, por ejemplo, las propiedades del gr upo amino, 

grupo carboxi, o un grupo hidroxi de un compuesto a  ser 20 

protegido.  Para la eliminación de los grupos prote ctores, 

los reactivos y condiciones se seleccionan dependie ndo del 

grupo protector. 

  Desprotegiendo el grupo protector P 3 para el grupo 

carboxi del compuesto (38) obtenido, el compuesto ( 39) se 25 
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puede producir.  En esta desprotección, los reactiv os y 

condiciones se pueden seleccionar dependiendo del g rupo 

protector. 

  El compuesto (32) se puede producir por 

derivatización del compuesto (39) en un éster activ o, 5 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y 

haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en prese ncia de 

una base.  Para la reacción, los reactivos y condic iones de 

reacción que se usan generalmente para la síntesis de 

péptidos se pueden usar también, y las condiciones de 10 

reacción, los reactivos, base, y solvente usado par a la 

reacción se pueden seleccionar adecuadamente a part ir de los 

descritos para la síntesis del compuesto (6). 

  El compuesto (34) también se puede producir por e l 

siguiente método, por ejemplo. 15 

  Desprotegiendo el grupo protector P 9 para el grupo 

amino del compuesto (38), el compuesto (40) se pued e 

producir.  En esta desprotección, los reactivos y c ondiciones 

se pueden seleccionar dependiendo del grupo protect or. 

  El compuesto (41) se puede producir por 20 

derivatización del derivado de ácido carboxílico (1 1) en un 

éster activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de á cido, o 

similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (40) 

obtenido en presencia de una base.  Las condiciones  de 

reacción, los reactivos, base, y solvente usados pa ra la 25 
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formación de un enlace amida entre el derivado de á cido 

carboxílico (11) y el compuesto (40) pueden ser ade cuadamente 

seleccionados de los descritos para la síntesis del  compuesto 

(6). 

  Desprotegiendo el grupo protector P 3 para el grupo 5 

carboxi del compuesto (41) obtenido, el compuesto ( 42) se 

puede producir.  En esta desprotección, los reactiv os y 

condiciones se pueden seleccionar dependiendo del g rupo 

protector. 

  El compuesto (34) se puede producir por 10 

derivatización del compuesto (42) en un éster activ o, 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y 

haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) en prese ncia de 

una base.  Para la reacción, los reactivos y condic iones de 

reacción que se usan generalmente para la síntesis de 15 

péptidos se pueden usar también, y las condiciones de 

reacción, los reactivos, base, y solvente usado par a la 

reacción se pueden seleccionar adecuadamente a part ir de los 

descritos para la síntesis del compuesto (6). 

  El compuesto (34) también se puede producir por e l 20 

siguiente método, por ejemplo. 

  El compuesto (44) se puede producir por 

derivatización del derivado de ácido carboxílico (1 1) en un 

éster activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de á cido, o 

similar, y haciéndolo reaccionar con el aminoácido o péptido 25 
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(43) que tenga el grupo carboxi protegido con P 11 y el grupo 

carboxi, un grupo hidroxi, o un grupo amino en la c adena 

lateral protegidos con P 10 en presencia de una base.  Las 

condiciones de reacción, los reactivos, base, y sol vente 

usados para la formación de un enlace amida entre e l derivado 5 

de ácido carboxílico (11) y el compuesto (43) puede n ser 

adecuadamente seleccionados de los descritos para l a síntesis 

del compuesto (6).  En cuanto a los grupos protecto res P 10 y 

P11 del compuesto (44), los grupos protectores pueden ser 

adecuadamente seleccionados a partir de aquellos de scritos 10 

como grupo protector para un grupo carboxi, un grup o hidroxi, 

o grupo amino del compuesto (6).  Mientras tanto, e n tal 

caso, es necesario que el grupo protector P 11 para un grupo 

carboxi y el grupo protector P 10 para un grupo funcional en la 

cadena lateral puedan ser eliminados por un método diferente 15 

o condiciones diferentes.  Por ejemplo, un ejemplo 

representativo incluye una combinación en la que P 11 es un 

grupo bencilo y P 10 es un grupo terc-butilo o similares como 

un grupo protector para un grupo carboxi, un grupo 

metoximetilo o similar como un grupo protector para  un grupo 20 

hidroxi, o un grupo terc-butiloxicarbonilo o simila r como un 

grupo protector para un grupo amino.  El grupo prot ector P 10 

para un grupo funcional en una cadena lateral es 

preferiblemente un grupo protector que se puede des proteger 

mediante un tratamiento en condiciones ácidas.  Sin  embargo, 25 
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no se limita a esto, y puede ser seleccionado entre  los 

anteriormente citados dependiendo de, por ejemplo, las 

propiedades del grupo amino, grupo carboxi, o un gr upo 

hidroxi de un compuesto a ser protegido.  Para elim inar el 

grupo protector, los reactivos y condiciones se pue den 5 

seleccionar en función del grupo protector. 

  Desprotegiendo el grupo protector P 11 para el grupo 

carboxi del compuesto (44) obtenido, el compuesto ( 45) se 

puede producir.  En esta desprotección, los reactiv os y 

condiciones se pueden seleccionar dependiendo del g rupo 10 

protector. 

  El compuesto (34) se puede producir por 

derivatización del compuesto (45) en un éster activ o, 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y 

haciéndolo reaccionar con el compuesto (30) en pres encia de 15 

una base.  Para la reacción, los reactivos y condic iones de 

reacción que se usan generalmente para la síntesis de 

péptidos se pueden usar también, y las condiciones de 

reacción, los reactivos, base, y solvente usado par a la 

reacción se pueden seleccionar adecuadamente a part ir de las 20 

descritas para la síntesis del compuesto (6). 

  El compuesto (47) se puede producir por 

derivatización del compuesto (45) en un éster activ o, 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido o similar , y 

haciéndolo reaccionar con el aminoácido o péptido ( 46) que 25 
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tiene el grupo carboxi protegido con P 12 en presencia de una 

base.  Para la reacción, los reactivos y condicione s de 

reacción comúnmente usados para la síntesis de pépt idos se 

pueden usar y las condiciones de reacción, los reac tivos, 

base, y solvente se pueden seleccionar adecuadament e a partir 5 

de los descritos para la síntesis del compuesto (6) .  En 

cuanto a los grupos protectores P 10 y P 12 del compuesto (47), 

los grupos protectores pueden ser adecuadamente sel eccionados 

y usados de los descritos como un grupo protector p ara un 

grupo carboxi, un grupo hidroxi, o grupo amino del compuesto 10 

(6).  Mientras tanto, en tal caso, es necesario que  el grupo 

protector P 12 para un grupo carboxi y el grupo protector P 10 

para un grupo funcional en la cadena lateral puedan  ser 

eliminados por un método diferente o condiciones di ferentes.  

Por ejemplo, un ejemplo representativo incluye una 15 

combinación en la que P 12 es un grupo bencilo y P 10 es un 

grupo terc-butilo o similares como un grupo protect or para un 

grupo carboxi, un grupo metoximetilo o similar como  un grupo 

protector para un grupo hidroxi, o un grupo terc-

butiloxicarbonilo o similar como un grupo protector  para un 20 

grupo amino.  El grupo protector P 10 para un grupo funcional 

en una cadena lateral es preferiblemente un grupo p rotector 

que se puede desproteger mediante un tratamiento en  

condiciones ácidas.  Sin embargo, no se limita a es to, y 

puede ser seleccionado entre los anteriormente cita dos 25 
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dependiendo de, por ejemplo, las propiedades del gr upo amino, 

grupo carboxi, o un grupo hidroxi de un compuesto a  ser 

protegido.  Para eliminar el grupo protector, los r eactivos y 

condiciones se pueden seleccionar en función del gr upo 

protector.  Además, el compuesto (47) también se pu ede 5 

producir mediante la repetición de forma secuencial  de la 

reacción y la desprotección del aminoácido o péptid o 

constituyente para la elongación. 

  Desprotegiendo el grupo protector P 12 para el grupo 

carboxi del compuesto (47) obtenido, el compuesto ( 48) se 10 

puede producir.  Los reactivos y condiciones se pue den 

seleccionar en función del grupo protector. 

  El compuesto (34) se puede producir por 

derivatización del compuesto (48) en un éster activ o, 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y 15 

haciéndolo reaccionar con el compuesto (7) en prese ncia de 

una base.  Para la reacción, los reactivos y condic iones de 

reacción que se usan generalmente para la síntesis de 

péptidos se pueden usar también, y las condiciones de 

reacción, los reactivos, base, y solvente usado par a la 20 

reacción se pueden seleccionar adecuadamente a part ir de los 

descritos para la síntesis del compuesto (6). 

  El compuesto (47) también se puede producir por e l 

siguiente método, por ejemplo. 

  El péptido (49) puede ser producido por 25 
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derivatización del aminoácido o péptido (46) en un éster 

activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o similar, 

y haciéndolo reaccionar con el aminoácido o péptido  (31) que 

tenga la N-terminal protegida con P 9 y el grupo carboxi, un 

grupo hidroxi, o un grupo amino en la cadena latera l 5 

protegida con P 10 en presencia de una base.  Las condiciones 

de reacción, los reactivos, base, y solvente usados  para la 

formación de un enlace peptídico entre el aminoácid o o 

péptido (46) y el aminoácido o péptido (31) pueden ser 

adecuadamente seleccionados de los descritos para l a síntesis 10 

del compuesto (6).  Mientras tanto, en este caso, e s 

necesario que el grupo protector P 12 para un grupo carboxi del 

aminoácido o péptido (46) y el grupo protector P 9 y P 10 para 

el aminoácido o péptido (31) se puedan quitar de la  misma 

manera que la descrita más arriba, pero por un méto do 15 

diferente o condiciones diferentes.  Por ejemplo, u n ejemplo 

representativo incluye una combinación en la que P 9 es un 

grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo, P 10 es un grupo terc-

butilo o similares como un grupo protector para un grupo 

carboxi, un grupo metoximetilo o similar como un gr upo 20 

protector para un grupo hidroxi, o un grupo terc-

butiloxicarbonilo como un grupo protector o similar , para un 

grupo amino, y P 12 es un grupo bencilo.  El grupo protector 

P10 para un grupo funcional en una cadena lateral es 

preferiblemente un grupo protector que se puede des proteger 25 
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mediante un tratamiento en condiciones ácidas.  Sin  embargo, 

no se limita a esto, y puede ser seleccionado entre  los 

anteriormente citados dependiendo de, por ejemplo, las 

propiedades del grupo amino, grupo carboxi, o un gr upo 

hidroxi de un compuesto a ser protegido.  Para elim inar el 5 

grupo protector, los reactivos y condiciones se pue den 

seleccionar en función del grupo protector. 

  Por desprotección del grupo protector P 9 para la N-

terminal del péptido (49) obtenido, el compuesto (5 0) se 

puede producir.  Los reactivos y condiciones se pue den 10 

seleccionar en función del grupo protector. 

  El compuesto (47) se puede producir por 

derivatización del derivado de ácido carboxílico (1 1) en un 

éster activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de á cido, o 

similar, y haciéndolo reaccionar con el péptido (50 ) obtenido 15 

en presencia de una base.  Las condiciones de reacc ión, los 

reactivos, base, y solvente usados para la formació n de un 

enlace amida entre el derivado de ácido carboxílico  (11) y el 

péptido (50) pueden ser adecuadamente seleccionados  de los 

descritos para la síntesis del compuesto (6). 20 

  6.  Método de producción 6 

  Dentro del intermediario de producción (2), 

aquellos en los que el enlazador tenga una estructu ra 

representada por -L 1-L 2-L P-, y el L P sea el residuo péptido 

que contenga un aminoácido hidrófilo en la N-termin al y el 25 
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aminoácido hidrófilo situado en el extremo N termin al sea 

distinto de glicina, pueden ser también producidos por el 

método siguiente. 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

  en la fórmula, L 1'  corresponde a L 1 que tiene una 

estructura en la que la terminal se modifica a grup o 

maleimidilo, L P representa una estructura que consiste en -25 
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Lp1-L p2-, y P 8, P 9, P 10 y P 12 representan un grupo protector. 

  Debido a que L P se forma conectando L p1 a L p2, el 

aminoácido hidrófilo en la N-terminal de L P se deriva de L p1, 

y por lo tanto, aquellos que tienen un aminoácido h idrófilo 

en la N-terminal se emplean adecuadamente como L p1.  Mientras 5 

tanto, varios aminoácidos hidrófilos pueden present arse en la 

misma.  Además, cuando se emplea L p2 con aminoácido hidrófilo, 

Lp que tiene los varios aminoácidos hidrófilos en la N-

terminal de L P o en la N-terminal y en otras posiciones se 

puede producir dependiendo de su ubicación de amino ácido 10 

hidrófilo. 

  El compuesto (51) se puede producir por 

derivatización del péptido o aminoácido (28) que se  describe 

en el Método de producción 5, que tiene la N-termin al 

protegida con P 8, en un éster activo, anhídrido de ácido 15 

mixto, o similares, y haciendo reaccionar con el co mpuesto 

(4) y una sal del mismo.  Las condiciones de reacci ón, los 

reactivos, base, y solvente usados para la formació n de un 

enlace peptídico entre el péptido o aminoácido (28)  y el 

compuesto (4) puede ser adecuadamente seleccionados  de los 20 

descritos para la síntesis del compuesto (6).  El g rupo 

protector P 8 puede ser adecuadamente seleccionado y usado de 

los descritos como grupo protector para el compuest o (6), y 

puede seleccionarse dependiendo de, por ejemplo, un a 

propiedad del compuesto que tenga un grupo amino a ser 25 
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protegido.  Además, ya que se usa generalmente para  la 

síntesis de péptidos, repitiendo secuencialmente la  reacción 

y la desprotección del aminoácido o péptido que con stituye el 

péptido o aminoácido (28) para la elongación, el co mpuesto 

(51) puede ser también producido. 5 

  Desprotegiendo el grupo protector P 8 para el grupo 

amino del compuesto (51) obtenido, el compuesto (52 ) se puede 

producir.  En esta desprotección, los reactivos y c ondiciones 

se pueden seleccionar dependiendo del grupo protect or. 

  El compuesto (53) se puede producir por 10 

derivatización del aminoácido o péptido (31) que te nga la N-

terminal protegida con P 9 y el grupo carboxi, un grupo 

hidroxi, o un grupo amino en la cadena lateral prot egida con 

P10 como se describe en el Método de producción 4 en é ster 

activo, anhídrido de ácido mixto, o similares y hac iéndolo 15 

reaccionar con el compuesto (52) obtenido.  Las con diciones 

de reacción, los reactivos, base, y solvente usados  para la 

formación de un enlace peptídico entre el aminoácid o o 

péptido (31) y el compuesto (52) pueden ser adecuad amente 

seleccionadas de las descritas para la síntesis del  compuesto 20 

(6).  El grupo protector P 9 y P 10 son los mismos que los 

descritos en el Método de producción 5.  Además, ya  que se 

usa generalmente para la síntesis de péptidos, repi tiendo 

secuencialmente la reacción y la desprotección del aminoácido 

o péptido constituyente para la elongación, el comp uesto (53) 25 
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también se pueden producir. 

  Por desprotección de P 9 como el grupo protector del 

grupo amino del compuesto (53) obtenido, el compues to (54) se 

puede producir.  En esta desprotección, los reactiv os y 

condiciones se pueden seleccionar dependiendo del g rupo 5 

protector. 

  Es posible producir el compuesto (55) por 

derivatización del derivado de ácido carboxílico (1 1) en un 

éster activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de á cido, o 

similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (54) 10 

obtenido.  Las condiciones de reacción, los reactiv os, base, 

y solvente usados para la formación de un enlace pe ptídico 

entre el derivado de ácido carboxílico (11) y el co mpuesto 

(54) pueden ser adecuadamente seleccionados de las descritas 

para la síntesis del compuesto (6). 15 

  Desprotegiendo el grupo protector P 10 para el grupo 

carboxi, un grupo hidroxi, o grupo amino del compue sto (55) 

obtenido, el compuesto (2) puede ser producido.  En  esta 

desprotección, los reactivos y condiciones se puede n 

seleccionar dependiendo del grupo protector. 20 

  El compuesto (53) también se puede producir por e l 

siguiente método, por ejemplo. 

  Desprotegiendo el grupo protector P 12 para el grupo 

carboxi del compuesto (49) descrito en el Método de  

producción 5, el péptido (56) puede ser producido.  En esta 25 
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desprotección, los reactivos y condiciones se puede n 

seleccionar dependiendo del grupo protector. 

  El compuesto (53) se puede producir por 

derivatización del péptido (56) obtenido en un éste r activo, 

anhídrido de ácido mixto, haluro de ácido, o simila res y 5 

haciéndolo reaccionar con el compuesto (4) o una sa l del 

mismo.  Las condiciones de reacción, los reactivos,  base, y 

solvente usados para la formación de un enlace pept ídico 

entre el compuesto (56) y el compuesto (4) pueden s er 

adecuadamente seleccionados de los descritos para l a síntesis 10 

del compuesto (6). 

  El compuesto (55) también se puede producir por e l 

siguiente método, por ejemplo. 

  El compuesto (55) se puede producir por 

derivatización del compuesto (48) descrito en el Mé todo de 15 

producción 5 en éster activo, anhídrido de ácido mi xto, o 

similar, y haciéndolo reaccionar con el compuesto ( 4) en 

presencia de una base, o derivatizando el aminoácid o o 

péptido (45) descrito en el Método de producción 5 en éster 

activo, anhídrido de ácido mixto, o similar, y haci éndolo 20 

reaccionar con el compuesto (52) en presencia de un a base.  

Las condiciones de reacción, los reactivos, base, y  solvente 

usados para la formación de cada enlace peptídico p ueden ser 

adecuadamente seleccionados de los descritos para l a síntesis 

del compuesto (6). 25 
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  7.  Método de producción 7 

  Dentro del intermediario de producción representa do 

por la fórmula (2), los que tienen la estructura en lazadora 

de -L 1-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-NH-(CH 2)n 2-C(=O)-, y dicho L P es el 

residuo péptido que tiene un aminoácido hidrófilo e n la N-5 

terminal, y el aminoácido hidrófilo situado en la N -terminal 

es distinto de glicina pueden también ser producido s por el 

siguiente método. 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

  en la fórmula, L 1'  corresponde a L 1 que tiene una 

estructura en la que la terminal se modifica a grup o 

maleimidilo, L P representa una estructura que consiste en -

Lp1-L p2-, y P 9 y P 13 representa un grupo protector. 

  El intermediario de producción representado por l a 20 

fórmula (2) incluye los dos modos siguientes, es de cir, una 

estructura en la que el enlazador está representado  por -L 1-

L2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-NH-(CH 2)n 2-C(=O)- y una estructura en la 

que el enlazador está representado por -L 1-L 2-L P-. 

  El compuesto (2) con una estructura en la que el 25 
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enlazador está representado por -L 1-L 2-L P-NH-(CH 2)n 1-L a-NH-

(CH2)n 2-C(=O)- se puede producir como sigue. 

  El compuesto (57) se puede sintetizar de la misma  

manera que el compuesto (32) descrito en el Método de 

producción 5.  Sin embargo, a diferencia del compue sto (32), 5 

no es necesario que el grupo protector P 9 para el grupo amino 

y el grupo protector P 13 para el grupo funcional en la cadena 

lateral puedan ser eliminados por un método diferen te o 

condiciones diferentes.  El grupo funcional en la c adena 

lateral es un grupo carboxi o un grupo hidroxi y el  grupo 10 

protector P 9 para el grupo amino y el grupo protector P 13 para 

el grupo carboxi o hidroxi en la cadena lateral se pueden 

desproteger simultáneamente.  Por ejemplo, un ejemp lo 

representativo incluye una combinación en la que P 9 es un 

grupo terc-butiloxi carbonilo y P 13 es un grupo terc-butilo o 15 

un grupo tritilo, o P 3 es un grupo benciloxi carbonilo y P 13 

es un grupo bencilo.  Los grupos protectores pueden  ser 

adecuadamente seleccionados de entre los anteriorme nte 

citados con respecto a los grupos protectores para el 

compuesto (6) en función de, por ejemplo, las propi edades de 20 

un grupo amino, un grupo carboxi, o un grupo hidrox i del 

compuesto a proteger.  Para la eliminación de los g rupos 

protectores, reactivos y condiciones se seleccionan  

dependiendo del grupo protector.  Al usar el aminoá cido 

protegido o el péptido para satisfacer las propieda des 25 
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anteriores, el compuesto (57) se puede sintetizar d e la misma 

manera que en el Método de producción 5. 

  Por desprotección secuencial o simultánea del gru po 

protector P 9 y P 13 del compuesto (57), el compuesto (51) se 

puede producir.  Los reactivos y condiciones se pue den 5 

seleccionar en función del grupo protector. 

  Un grupo funcional en la cadena lateral hidrófila  

de L P en el compuesto (58) no es especialmente protegido , sin 

embargo, por reacción con el compuesto (11) derivat izado en 

éster activo, anhídrido de ácido mixto, o similares  en 10 

presencia de una base, el compuesto (2) puede ser p roducido.  

Las condiciones de reacción, los reactivos, base, y  solvente 

usados para la formación de cada enlace peptídico p ueden ser 

adecuadamente seleccionados de los descritos para l a síntesis 

del compuesto (6). 15 

  El compuesto (2) con una estructura en la que el 

enlazador está representado por -L 1-L 2-L P- se puede producir 

como sigue. 

  El compuesto (59) también se puede sintetizar de la 

misma manera que el compuesto (53) descrito en el M étodo de 20 

producción 6.  Sin embargo, a diferencia del compue sto (53), 

puede que no sea necesario que el grupo protector P 3 para el 

grupo amino y el grupo protector P 8 para el grupo funcional 

en la cadena lateral puedan ser eliminados por un m étodo 

diferente o condiciones diferentes.  El grupo funci onal en la 25 
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cadena lateral es un grupo carboxi o un grupo hidro xi y el 

grupo protector P 9 para el grupo amino y el grupo protector 

P13 para el grupo carboxi o hidroxi en la cadena later al se 

pueden desproteger simultáneamente.  Por ejemplo, u n ejemplo 

representativo incluye una combinación en la que P 9 es un 5 

grupo terc-butiloxi carbonilo y P 13 es un grupo terc-butilo o 

un grupo tritilo, o P 3 es un grupo benciloxi carbonilo y P 13 

es un grupo bencilo.  Los grupos protectores pueden  ser 

adecuadamente seleccionados de entre los anteriorme nte 

citados con respecto a los grupos protectores para el 10 

compuesto (6) en función de, por ejemplo, las propi edades de 

un grupo amino, un grupo carboxi, o un grupo hidrox i del 

compuesto a proteger.  Para la eliminación de los g rupos 

protectores, los reactivos y condiciones se selecci onan 

dependiendo del grupo protector.  Al usar el aminoá cido o 15 

péptido protegido que satisfagan las propiedades an teriores, 

el compuesto (59) se puede sintetizar de la misma m anera que 

en el Método de producción 6. 

  Por desprotección secuencial o simultánea del gru po 

protector P 9 y P 13 del compuesto (59), el compuesto (53) se 20 

puede producir.  Los reactivos y condiciones se pue den 

seleccionar en función del grupo protector. 

  Un grupo funcional en la cadena lateral hidrófila  

de L P en el compuesto (60) no está particularmente prote gido.  

Sin embargo, mediante la reacción con el compuesto (11) 25 
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derivado en un éster activo, anhídrido de ácido mix to, o 

similares en presencia de una base, el compuesto (2 ) puede 

ser producido.  Las condiciones de reacción, los re activos, 

base, y solvente usados para la formación de cada e nlace 

peptídico pueden ser adecuadamente seleccionados de  los 5 

descritos para la síntesis del compuesto (6). 

  8.  Método de producción 8 

  El compuesto (43) que se muestra en el Método de 

producción 5 en el que el enlazador -L P- tiene una estructura 

de -L p1-Gly-Gly-Phe-Gly también se puede producir por el 10 

siguiente método. 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

  en la fórmula, P 9 y P 10 representan un grupo 

protector. 

  El compuesto (62) se puede producir por 

derivatización del aminoácido o péptido (31) descri to en el 25 
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Método de producción 5 en éster activo, anhídrido d e ácido 

mixto, haluro de ácido, o similares y haciéndolo re accionar 

con glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(1S,9S)-9-etil-5- fluoro-9-

hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidr o-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-5 

il]glicinamida (es decir, la forma libre del compue sto 

farmacéutico se describe en la Publicación Internac ional Nº 

WO 1997/46260) (61) o una sal del mismo en presenci a de una 

base.  Las condiciones de reacción, los reactivos, base, y 

solvente usados para la formación de un enlace pept ídico 10 

entre el aminoácido o péptido (31) y el compuesto ( 61) pueden 

ser adecuadamente seleccionadas de las descritas pa ra la 

síntesis del compuesto (6).  El grupo protector P 3 para la N-

terminal y el grupo protector P 10 para el grupo funcional en 

la cadena lateral son los mismos que los descritos en el 15 

Método de producción 5.  Mientras tanto, el grupo p rotector 

P10 para el grupo funcional en la cadena lateral puede  no 

estar presente, y al llevar a cabo la reacción usan do el 

aminoácido o péptido (31) con la N-terminal protegi da 

solamente, se puede obtener el compuesto (62). 20 

  9.  Método de producción 9 

  Entre los compuestos representados por la fórmula  

(2), un compuesto, en el que el enlazador tiene una  

estructura representada por -L 1-L 2-L P-, y el L P es el 

oligopéptido en el que la C-terminal se compone de 2 ó 3 o 25 
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más glicinas y está conectado a un fármaco, y la N- terminal 

del residuo de péptido es glicina en caso de que un  

aminoácido hidrófilo esté presente en la N-terminal , también 

puede ser producido de acuerdo con el siguiente mét odo. 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

  en la fórmula, L 1'  corresponde a L 1 que tiene una 

estructura en la que la terminal se convierte en gr upo 

maleimidilo, L P representa una estructura que consiste en L p1-15 

Lp2, y P 12 y P 14 representa un grupo protector. 

  Debido a que L P se forma conectando L p1 a L p2, el 

número de glicinas para constituir la C-terminal de  L P 

contenido en el mismo puede ser diseñado en conside ración del 

número de glicinas en la C-terminal en L P y el número de uso 20 

repetido del mismo durante la reacción. 

  El péptido (63) es un oligopéptido en el que la C -

terminal se compone de 2 ó 3 o más glicinas, y la N -terminal 

es glicina en caso de que la N terminal del residuo  de 

péptido sea un aminoácido hidrófilo, y además, esa N-terminal 25 
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se protege con P 14.  Tal como se emplea comúnmente para la 

síntesis de péptidos, el péptido (63) se puede sint etizar 

mediante la repetición de forma secuencial de la re acción de 

condensación del aminoácido o péptido constituyente  y la 

desprotección. 5 

  El compuesto (64) se puede producir al derivatiza r 

el péptido (63) en un éster activo, anhídrido de ác ido mixto, 

o similares y haciéndolo reaccionar con el compuest o (4) o 

una sal del mismo.  Las condiciones de reacción, lo s 

reactivos, base, y solvente usados para la formació n de un 10 

enlace peptídico entre el péptido (63) y el compues to (4) 

pueden seleccionarse adecuadamente a partir de las descritas 

para la síntesis del compuesto (6).  El grupo prote ctor P 14 

puede ser adecuadamente seleccionado y usado de los  descritos 

para la síntesis del compuesto (6). 15 

  El compuesto (64) puede ser también producido por  

derivatización del aminoácido o péptido (65) con la  N-

terminal protegida con P 14 en un éster activo, anhídrido de 

ácido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar co n el 

compuesto (52) descrito en el Método de Producción 6.  Las 20 

condiciones de reacción, los reactivos, base, y sol vente 

usados para la formación de un enlace peptídico ent re los 

aminoácidos o péptido (65) y el compuesto (52) pued en ser 

adecuadamente seleccionadas de las descritas para l a síntesis 

del compuesto (6).  El grupo protector P 14 puede ser 25 
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adecuadamente seleccionado y usado de los descritos  para la 

síntesis del compuesto (6). 

  Desprotegiendo el grupo protector P 14 para el grupo 

amino del compuesto (64) obtenido, el compuesto (66 ) se puede 

producir.  Los reactivos y condiciones se pueden se leccionar 5 

en función del grupo protector. 

  El compuesto (2) puede ser producido por 

derivatización del derivado de ácido carboxílico (1 1) en un 

éster activo, anhídrido de ácido mixto, haluro de á cido, o 

similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (66) 10 

obtenido.  Las condiciones de reacción, los reactiv os, base, 

y solvente usados para la formación de un enlace de  amida 

entre el derivado de ácido carboxílico (11) y el co mpuesto 

(66) pueden ser adecuadamente seleccionados de los descritos 

para la síntesis del compuesto (6). 15 

  El compuesto (2) también se puede producir por el  

método siguiente. 

  En el compuesto (67), del que la glicina en la N-

terminal de L p1 está conectada a L 2, y puede ser producido de 

la misma manera que el compuesto (45) descrito en e l Método 20 

de producción 5.  El compuesto (68) puede ser produ cido al 

derivatizar el aminoácido o péptido (46) descrito e n el 

Método de producción 5 en éster activo, anhídrido d e ácido 

mixto, haluro de ácido, o similares y haciéndolo re accionar 

con el compuesto (67).  En este documento, el amino ácido o 25 
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péptido (46) es un oligopéptido que consiste en gli cina o 

tiene la C-terminal que consta de 2 ó 3 o más glici nas, en 

donde la C-terminal está protegida con P 12.  Las condiciones 

de reacción, los reactivos, base, y solvente usados  para la 

formación de un enlace de amida entre el aminoácido  o péptido 5 

(46) y el compuesto (67) pueden ser adecuadamente 

seleccionados de los descritos para la síntesis del  compuesto 

(6). 

  El compuesto (68) puede ser también producido por  

derivatización del compuesto (11) en un éster activ o, 10 

anhídrido de ácido mixto, o similar, y haciéndolo r eaccionar 

con el péptido (69) que tiene la C-terminal protegi da con P 12.  

En este documento, el péptido (69) es un oligopépti do en el 

que la C-terminal se compone de 2 ó 3 o más glicina s y la N-

terminal es glicina en caso de que la N terminal de  ese 15 

residuo de péptido sea un aminoácido hidrófilo.  Ta l como se 

emplea comúnmente para la síntesis de péptidos, el péptido 

(69) se puede producir mediante la repetición de fo rma 

secuencial de la reacción de condensación del amino ácido o 

péptido constituyente y la desprotección.  Las cond iciones de 20 

reacción, los reactivos, base, y solvente usados pa ra la 

formación de un enlace peptídico entre el péptido ( 69) y el 

compuesto (11) pueden ser adecuadamente seleccionad os de los 

descritos para la síntesis del compuesto (6).  El g rupo 

protector P 12 es preferiblemente un grupo protector que puede 25 
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desprotegerse bajo condiciones ácidas pero no se li mita a 

esto, y puede ser adecuadamente seleccionado y usad o de los 

descritos para la síntesis del compuesto (6). 

  Desprotegiendo el grupo protector P 12 para el grupo 

carboxi del compuesto (68) obtenido, el compuesto ( 70) se 5 

puede producir.  En esta desprotección, los reactiv os y 

condiciones se pueden seleccionar dependiendo del g rupo 

protector. 

  El compuesto (2) puede ser producido por 

derivatización del compuesto (70) en un éster activ o, 10 

anhídrido de ácido mixto, o similares y haciéndolo reaccionar 

con el compuesto (4) o una sal del mismo.  Las cond iciones de 

reacción, los reactivos, base, y solvente usados pa ra la 

formación de un enlace peptídico entre el compuesto  (70) y el 

compuesto (4) pueden ser adecuadamente seleccionada s de las 15 

descritos para la síntesis del compuesto (6). 

  Además de lo anterior, el compuesto (2) también s e 

puede producir de acuerdo con el siguiente método. 

  El compuesto (2) puede ser producido por 

derivatización del compuesto (52) descrito en el Mé todo de 20 

producción 6 en éster activo, anhídrido de ácido mi xto, o 

similares y haciéndolo reaccionar con el compuesto (67) en 

presencia de una base.  Las condiciones de reacción , los 

reactivos, base, y solvente usados para la formació n de un 

enlace peptídico entre el compuesto (67) y el compu esto (52) 25 
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pueden ser adecuadamente seleccionados de los descr itos para 

la síntesis del compuesto (6). 

  Mientras tanto, también es posible que todos los 

compuestos intermediarios de Método de producción 1  a 9 

Método de producción pueden estar presentes como en  forma de 5 

sal y/o hidrato. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco de la presente 

invención puede absorber la humedad para tener agua  de 

adsorción, por ejemplo, o convertirse en un hidrato  cuando se 

deje en el aire o se someta a procedimientos de pur ificación 10 

tales como recristalización.  Tal compuesto o una s al que 

contiene agua también se incluyen en la presente in vención. 

  Un compuesto marcado con diferentes isótopos 

radiactivos o no radiactivos también se incluye en la 

presente invención.  Uno o más átomos que constituy en el 15 

conjugado anticuerpo-fármaco de la presente invenci ón pueden 

contener un isótopo atómico en relación no natural.   Ejemplos 

del isótopo atómico pueden incluir deuterio ( 2H), tritio ( 3H), 

yodo-125 ( 125 I) y carbono 14 ( 14C).  Además, el compuesto de la 

presente invención puede ser marcado en forma radia ctivs con 20 

un isótopo radiactivo tal como tritio ( 3H), yodo-125 ( 125 I), 

carbono-14 ( 14C), cobre-64 ( 64Cu), zirconio-89 ( 89Zr), yodo-124 

( 124 I), flúor-18 ( 18F), indio-111 ( 111 I), carbono-11 ( 11C) o 

yodo-131 ( 131 I).  El compuesto marcado con un isótopo 

radiactivo es útil como un agente terapéutico o pro filáctico, 25 
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un reactivo para la investigación, tal como un reac tivo de 

ensayo y un agente para diagnóstico tal como un age nte de 

diagnóstico por imagen in vivo.  Sin ser relacionada a la 

radiactividad, cualquier tipo de variante de isótop os del 

conjugado anticuerpo-fármaco de la presente invenci ón está 5 

dentro del alcance de la presente invención. 

  Productos farmacéuticos/medicamentos 

  El conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la 

presente invención exhibe una actividad citotóxica contra las 

células cancerosas, y por lo tanto, como un medicam ento, que 10 

puede ser usado en particular como un agente terapé utico y/o 

agente profiláctico para el cáncer. 

  Específicamente, el conjugado anticuerpo anti-HER 3-

fármaco de la presente invención se puede usar sele ctivamente 

como un medicamento para la quimioterapia, que es u n método 15 

importante para el tratamiento de cáncer, y como re sultado, 

puede retrasar el desarrollo de las células cancero sas, 

inhibir el crecimiento de las mismas, y destruir aú n más las 

células cancerosas.  Esto puede permitir a los paci entes con 

cáncer estar libres de síntomas causados por el cán cer o 20 

lograr una mejora en la calidad de vida de paciente s con 

cáncer y logra un efecto terapéutico al preservar l a vida de 

los pacientes con cáncer.  Incluso si el conjugado anticuerpo 

anti-HER3-fármaco de la presente invención no llega  a 

destruir las células cancerosas, se puede lograr un a mayor 25 
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calidad de vida de pacientes con cáncer, mientras s e logra la 

supervivencia a largo plazo, mediante la inhibición  o control 

del crecimiento de las células cancerosas. 

  El conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la 

presente invención se puede usar como una medicina sola en 5 

tal terapia medicinal.  Además, el conjugado anticu erpo anti-

HER3-fármaco de la presente invención se puede usar  como un 

medicamento en combinación con una terapia adiciona l en la 

terapia adyuvante y se puede combinar con la operac ión 

quirúrgica, radioterapia, terapia hormonal, o simil ares.  10 

Además, el conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco d e la 

presente invención también se puede usar como un me dicamento 

para terapia con medicamentos en terapia neoadyuvan te. 

  Además del uso terapéutico como el descrito 

anteriormente, también se puede esperar el efecto d e suprimir 15 

el crecimiento de pequeñas células de cáncer metast ásico y 

destruirlas más.  En particular, cuando la expresió n de HER3 

se confirma en las células de cáncer primario, se p uede 

esperar la inhibición de la metástasis del cáncer o  un efecto 

profiláctico mediante la administración del conjuga do 20 

anticuerpo anti-HER3-fármaco de la presente invenci ón.  Por 

ejemplo, se puede esperar el efecto de inhibición y  

destrucción de las células cancerosas en un fluido corporal 

en el curso de la metástasis o el efecto de, por ej emplo, la 

inhibición y la destrucción de células de cáncer di minutas 25 
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inmediatamente después de la implantación en cualqu ier 

tejido.  En consecuencia, la inhibición de la metás tasis del 

cáncer o un efecto profiláctico se puede esperar, e n 

particular, después de la extirpación quirúrgica de l cáncer. 

  Se puede esperar que el conjugado anticuerpo anti -5 

HER3-fármaco de la presente invención produzca un e fecto 

terapéutico mediante la administración como terapia  sistémica 

a los pacientes, así como por administración local a los 

tejidos de cáncer. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (1) tuvo una 10 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón, y contra melanoma in vitro. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (2) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 15 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón, contra cáncer colorrectal, y cont ra 

melanoma in vitro y efectos más fuertes contra cáncer de mama 

y contra melanoma in vivo que los de U1-59. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (3) tuvo una 20 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón, contra cáncer ováruico, contra cá ncer 

colorrectal, y contra melanoma in vitro, y efectos más 

fuertes contra cáncer de mama, contra cáncer pulmón , y 25 
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efectos más fuertes contra cáncer de mama y contra melanoma 

in vivo que los de estómago y contra melanoma in vivo que los 

de U1-59. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (4) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 5 

físicas y exhibió un efecto contra cáncer de mama in vitro. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (5) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón y contra melanoma in vitro. 10 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (6) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón y contra melanoma in vitro, y un efecto más 

fuerte contra el cáncer de mama  in vivo que el de U1-59. 15 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (7) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón y contra melanoma in vitro. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (8) tuvo una 20 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón y contra melanoma in vitro, y un efecto más 

fuerte contra el cáncer de mama  in vivo que el de U1-59. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (9) tuvo una 25 
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excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón, contra cáncer de ovario, contra c áncer 

colorrectal y contra melanoma in vitro. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (10) tuvo una 5 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón, contra cáncer colorrectal y contr a melanoma 

in vitro, y un efecto más fuerte contra el cáncer de mama, 

contra cáncer pulmón, contra cáncer colorrectal, co ntra 10 

cáncer de estómago y contra melanoma  in vivo que los de U1-

59. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (11) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió un efecto contra cáncer de mama in vitro. 15 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (12) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón, contra cáncer de ovario, contra c áncer 

colorrectal y contra melanoma in vitro. 20 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (13) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama, co ntra 

cáncer de pulmón, contra cáncer colorrectal y contr a melanoma 

in vitro, y un efecto más fuerte contra el cáncer de mama 25 
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(incluyendo cáncer de mama triple negativo), contra  cáncer 

pulmón, contra cáncer de estómago, contra cáncer de  páncreas 

y contra melanoma  in vivo que los de U1-59. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (14) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 5 

físicas y exhibió un efecto contra cáncer de mama in vitro. 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (16a) tuvo una 

excelente actividad antitumoral, seguridad, y propi edades 

físicas y exhibió efectos contra cáncer de mama (in cluyendo 

luminal y triple negativo), contra melanoma, contra  cáncer de 10 

ovario, contra cáncer de vejiga, contra cáncer pulm ón, contra 

cáncer de cabeza y cuello y contra cáncer gástrico in vitro, 

cuando se administró solo o en combinación con tras tuzumab, 

gefinitib, cetuximab, panitumumab o pertuzumab. 

  Ejemplos del tipo de cáncer a los que se aplica e l 15 

conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la presen te 

invención incluyen cáncer de pulmón, cáncer de riñó n, cáncer 

urotelial, cáncer colorrectal, cáncer de próstata, 

glioblastoma multiforme, cáncer de ovario, cáncer d e 

páncreas, cáncer de mama, cáncer de mama metastásic o, cáncer 20 

de mama luminal, melanoma, cáncer de hígado, cáncer  de 

vejiga, cáncer gástrico (estómago), tumor estromal 

gastrointestinal, cáncer cervical, cáncer de cabeza  y cuello, 

cáncer de esófago, cáncer epidermoide, cáncer perit oneal, 

glioblastoma multiforme del adulto, cáncer hepático , 25 
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carcinoma hepatocelular, cáncer de colon, cáncer re ctal, 

cáncer de colon y rectal, cáncer endometrial, cánce r de 

útero, cáncer salival, cáncer renal, cáncer de vulv a, cáncer 

de tiroides, carcinoma hepático, carcinoma de ano, cáncer de 

pene.  La quimioterapia es el único tratamiento act ual 5 

indicado para el cáncer de mama particularmente tri ple 

negativo (que carece de la expresión de HER2, estró geno y 

receptores de progesterona) entre los cánceres de m ama, que 

se dice que tiene un mal pronóstico.  No ha habido casi 

ningún informe de expresión de HER3 en cáncer de ma ma triple 10 

negativo.  Sin embargo, si se observa la expresión de HER3 en 

los pacientes con cáncer de mama triple negativo, e ntonces el 

conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la presen te 

invención se puede usar como agente terapéutico y/o  agente 

preventivo.  Sin embargo, no se limita a ellos con tal de que 15 

sea una célula de cáncer que exprese, en una célula  de cáncer 

como un sujeto de tratamiento, una proteína que el anticuerpo 

del conjugado anticuerpo-fármaco pueda reconocer. 

  El tratamiento con el conjugado anticuerpo anti-

HER3-fármaco de la presente invención pueden dirigi rse a una 20 

célula de cáncer que exprese, en una célula de cánc er como un 

sujeto de tratamiento, la proteína HER3 que el anti cuerpo del 

conjugado anticuerpo-fármaco pueda reconocer.  En l a presente 

memoria, el "cáncer que expresa la proteína HER3" e s cáncer 

que comprende células que tienen proteína HER3 en s u 25 
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superficie o cáncer que secreta proteína HER3 en sa ngre.  La 

proteína HER3 se sobreexpresa en diversos tumores h umanos y 

se puede evaluar usando un método por lo general ll evado a 

cabo, tal como el método de tinción inmunohistoquím ica (IHC) 

para la evaluación de la sobreexpresión de la prote ína de 5 

HER3 en muestras de tumor (primario, metastásico), método de 

hibridación de fluorescencia in situ (FISH) para la 

evaluación de la amplificación del gen de HER3, o e nsayo de 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) para la ev aluación 

de la sobreexpresión de la proteína HER3 en muestra s de 10 

sangre. 

  El conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la 

presente invención muestra un efecto antitumoral me diante el 

reconocimiento y la mayor internalización de la pro teína HER3 

expresada en la superficie de células de cáncer.  P or lo 15 

tanto, el sujeto de tratamiento del conjugado antic uerpo 

anti-HER3-fármaco de la presente invención no se li mita al 

"cáncer que expresa proteína HER3" y también puede ser, por 

ejemplo, leucemia, linfoma maligno, plasmocitoma, m ieloma, o 

sarcoma. 20 

  El conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la 

presente invención se puede administrar preferiblem ente a un 

mamífero, pero se administra más preferiblemente a un humano. 

  Las sustancias usadas en una composición 

farmacéutica que comprende el conjugado anticuerpo anti-HER3-25 
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fármaco de la presente invención pueden ser adecuad amente 

seleccionadas y aplicadas de aditivos de formulació n o 

similares que se usan generalmente en la técnica, e n vista de 

la dosis o la concentración de administración. 

  El conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la 5 

presente invención se puede administrar como una co mposición 

farmacéutica que comprenda al menos un ingrediente 

farmacéuticamente compatible.  Por ejemplo, la comp osición 

farmacéutica comprende típicamente al menos un port ador 

farmacéutico (por ejemplo, líquido esterilizado).  Como se 10 

describe en el presente documento, ejemplos del líq uido 

incluyen agua y aceite (aceite de petróleo y aceite  de origen 

animal, origen vegetal o sintético).  El aceite pue de ser, 

por ejemplo, aceite de cacahuate, aceite de soja, a ceite 

mineral, aceite de ajonjolí o similares.  El agua e s un 15 

portador más típico cuando la composición farmacéut ica se 

administra por vía intravenosa.  Solución salina, u na 

solución de dextrosa acuosa, y una solución acuosa de 

glicerol también se pueden usar como un portador lí quido, en 

particular, para una solución de inyección.  Un por tador 20 

farmacéutico adecuado se puede seleccionar apropiad amente a 

partir de los conocidos en la técnica.  Si se desea , la 

composición también puede comprender una cantidad t raza de un 

agente humectante, un agente emulsionante o un agen te de 

amortiguador.  Ejemplos de portadores farmacéuticos  adecuados 25 
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se describen en "Remington Pharmaceutical Sciences"  por E. W. 

Martin.  Las formulaciones se corresponden con un m odo de 

administración. 

  Varios sistemas de entrega se conocen y se pueden  

usar para la administración del conjugado anticuerp o anti-5 

HER3-fármaco de la presente invención.  Ejemplos de  la ruta 

de administración pueden incluir intradérmica, intr amuscular, 

intraperitoneal, intravenosa y subcutánea, pero no limitada a 

las mismas.  La administración se puede hacer por i nyección o 

inyección en bolo, por ejemplo.  De acuerdo con una  10 

modalidada específica preferida, la administración del 

conjugado ligando-fármaco se lleva a cabo mediante inyección.  

La administración parenteral es una vía de administ ración 

preferida. 

  De acuerdo con una modalidad representativa, la 15 

composición farmacéutica se prescribe, como una com posición 

farmacéutica adecuada para administración intraveno sa a 

humanos, de acuerdo con los procedimientos convenci onales.  

La composición para administración intravenosa típi camente es 

una solución en una solución amortiguadora acuosa e stéril e 20 

isotónica.  Si es necesario, el medicamento puede c ontener un 

agente solubilizante y anestésicos locales para ali viar el 

dolor en el área de inyección (por ejemplo, lidocaí na).  

Generalmente, el ingrediente se proporciona individ ualmente 

como cualquiera de polvo liofilizado o un concentra do anhidro 25 
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contenido en un contenedor que se obtiene mediante el sellado 

en una ampolla o un sobre que tiene una cantidad de l agente 

activo o como una mezcla en una forma de dosificaci ón 

unitaria.  Cuando el producto farmacéutico está en forma para 

ser administrado por inyección, se puede administra r de una 5 

botella de inyección que contenga agua o solución s alina de 

grado farmacéutico estéril.  Cuando la preparación 

farmacéutica se administre por inyección, una ampol la de agua 

estéril o solución salina para inyección puede prop orcionarse 

de tal manera que los ingredientes anteriormente me ncionados 10 

se mezclen entre sí antes de la administración. 

  La composición farmacéutica de la presente 

invención puede comprender sólo el conjugado anticu erpo anti-

HER3-fármaco de la presente solicitud como un ingre diente 

activo o puede comprender el conjugado anticuerpo a nti-HER3-15 

fármaco y al menos un medicamento (por ejemplo, age nte de 

tratamiento de cáncer) que no sea el conjugado.  El  conjugado 

anticuerpo anti-HER3-fármaco de la presente invenci ón se 

puede administrar con otro agente de tratamiento de  cáncer, y 

el efecto anticáncer se puede mejorar en consecuenc ia.  Por 20 

ejemplo, otro medicamento tal como un agente anticá ncer que 

se use para tal fin se puede administrar antes de l a 

administración de la composición farmacéutica que c omprenda 

el conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la pre sente 

invención como un ingrediente activo o después de l a 25 



 253

administración de la composición farmacéutica que c omprenda 

el conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco como ingr ediente 

activo, o se puede administrar simultáneamente con,  por 

separado (individualmente) a partir de, o posterior mente al 

conjugado anticuerpo-fármaco, y se puede administra r mientras 5 

se varía el intervalo de administración para cada u no.  En la 

presente invención, el caso en el que el conjugado anticuerpo 

anti-HER3-fármaco de la presente invención se admin istra 

simultáneamente con otro medicamento como una sola 

formulación que contiene el conjugado anticuerpo-fá rmaco y la 10 

medicina y el caso en el que el anti-HER3 anticuerp o-fármaco 

conjugado de la presente invención y otro medicamen to se 

administra simultánea o posteriormente como formula ciones 

separadas o se administran mientras se varía el int ervalo de 

administración para cada uno están ambos incluidos en el 15 

alcance de la "composición farmacéutica que compren de el 

conjugado anticuerpo-fármaco y otro medicamento".  Ejemplos 

del agente de tratamiento de cáncer incluyen 5-FU, 

trastuzumab, trastuzumabb emtansina (T-DM1), cetuxi mab, 

gefitinib, panitumumab, pertuzumab, Abraxano, erlot inib, 20 

carboplatino, cisplatino, gemcitabina, capecitabina , 

irinotecano (CPT-11), paclitaxel, docetaxel, pemetr exed, 

sorafenib, vinblastina, vinorelbina, vemurafenib, l os 

medicamentos descritos en la publicación Internacio nal Nº WO 

2003/038043, análogos de LH-RH (leuprorelina, goser elina, o 25 
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similares), fosfato de estramustina, antagonista de  

estrógenos (tamoxifeno, raloxifeno, o similares), y  un 

inhibidor de aromatasa (anastrozol, letrozol, exeme stano, o 

similares), pero no está limitado con tal de que se a un 

medicamento que tenga una actividad antitumoral.  E stos 5 

agentes de tratamiento de cáncer pueden clasificars e, en 

función de sus objetivos, en: agentes anti-FGER tal es como 

cetuximab, gefitinib, y panitumumab; agentes anti-H ER2 tales 

como trastuzumab, T-DM1 y pertuzumab; agentes anti- HER3 tales 

como patritumab, MM-121 y MM-111; agentes anti-VEGF  tales 10 

como infliximab y adalimumab; etc.  Además, se pued en 

clasificar en: anticuerpos anti-EGFR, tales como ce tuximab y 

panitumumab; anticuerpos anti-HER2 tales como trast uzumab y 

pertuzumab; anticuerpos anti-HER3 tales como patrit umab, MM-

121 y MM-111; anticuerpos anti-VEGF tales como infl iximab y 15 

adalimumab; etc.  El conjugado anticuerpo anti-HER3 -fármaco 

de la presente invención ejerce un excelente efecto  

terapéutico cuando se administra en combinación con  un agente 

anti-HER2 o un anticuerpo anti-HER2 en i) el tratam iento de 

cáncer de estómago, cáncer de mama, cáncer de mama triple 20 

negativo, o similares, o cuando se administra en co mbinación 

con un agente anti-EGFR o un anticuerpo anti-EGFR e n ii) el 

tratamiento de cáncer de pulmón, cáncer de cabeza y  cuello, 

cáncer de estómago, cáncer de mama, cáncer de mama triple 

negativo, o similares.  Uno o dos o más medicamento s que no 25 
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sean el conjugado se pueden usar, y estos medicamen tos pueden 

ser agentes anticáncer o pueden ser medicamentos pa ra aliviar 

los efectos secundarios causados por los medicament os de 

compañía. 

  En la presente invención, la "composición 5 

farmacéutica que comprende el conjugado anticuerpo anti-HER3-

fármaco y otro medicamento" tiene el mismo signific ado que 

una "composición farmacéutica en la que el conjugad o 

anticuerpo anti-HER3-fármaco se va a administrar en  

combinación con otro medicamento".  En la presente invención, 10 

la frase "administrado en combinación" que se usa p ara el 

conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco y otro medic amento 

significa que el conjugado anticuerpo anti-HER3-fár maco y 

otro medicamento se incorporan en el cuerpo de un r ecipiente 

dentro de un cierto período.  Una formulación única  que 15 

contiene el conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco y otro 

medicamento se puede administrar, o el conjugado an ticuerpo 

anti-HER3-fármaco y otro medicamento pueden ser for mulados 

por separado y administrados como formulaciones sep aradas.  

En el caso de las formulaciones separadas, los tiem pos de 20 

administración de las mismas no están particularmen te 

limitados, y las formulaciones se pueden administra r al mismo 

tiempo o se pueden administrar en diferentes moment os o en 

diferentes días de una manera escalonada.  En el ca so en el 

que el conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco y otr o 25 
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medicamento se administran por separado en diferent es 

momentos o en diferentes días, el orden de administ ración de 

los mismos no está particularmente limitado.  Ya qu e 

formulaciones separadas se administran por lo gener al de 

acuerdo con sus respectivos métodos de administraci ón, la 5 

frecuencia de la misma administración puede ser la mismo o 

puede ser diferente.  Además, tales formulaciones s eparadas 

pueden administrarse por el mismo método de adminis tración 

(vía de administración), o diferentes métodos de 

administración (vías de administración).  No es nec esario que 10 

el conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco y otro me dicamento 

existan en el cuerpo al mismo tiempo, y es suficien te que el 

conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco y otro medic amento se 

incorporen en el cuerpo dentro de un cierto período  (por 

ejemplo, 1 mes, preferiblemente 1 semana, más prefe riblemente 15 

varios días, incluso más preferiblemente 1 día).  

Alternativamente, cuando se administra uno de los 

ingredientes activos, el otro ingrediente activo pu ede ya 

haber desaparecido del cuerpo. 

  Ejemplos de la forma de dosificación de la 20 

"composición farmacéutica en la que el conjugado an ticuerpo 

anti-HER3-fármaco se va a administrar en combinació n con otro 

medicamento" pueden incluir: 1) la administración d e una 

única formulación que comprenda el conjugado anticu erpo anti-

HER3-fármaco y otro medicamento, 2) la administraci ón 25 
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simultánea a través de la misma vía de administraci ón de dos 

formulaciones obtenidas mediante la formulación por  separado 

del conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco y otro 

medicamento, 3) la administración de una manera esc alonada a 

través de la misma vía de administración de dos for mulaciones 5 

obtenidas formulando por separado el conjugado anti cuerpo 

anti-HER3-fármaco y otro medicamento, 4) la adminis tración 

simultánea a través de diferentes vías de administr ación de 

dos formulaciones obtenidas mediante la formulación  por 

separado del conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco  y otro 10 

medicamento, y 5) la administración en una de forma  

escalonada a través de diferentes vías de administr ación de 

dos formulaciones obtenidas mediante la formulación  por 

separado del conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco  y otro 

medicamento.  La dosis, el intervalo de dosificació n, la 15 

forma farmacéutica, la formulación, etc., de la "co mposición 

farmacéutica en la que el conjugado anticuerpo anti -HER3-

fármaco se va a administrar en combinación con otro  

medicamento" cumplen con las de la composición farm acéutica 

que contiene el conjugado anticuerpo anti-HER3-fárm aco de la 20 

presente invención, pero no se limita a las mismas.  

  Tal composición farmacéutica formulada en dos 

formulaciones diferentes puede estar en forma de un  kit que 

las contenga. 

  En la presente invención, la "combinación" del 25 
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conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco y otro 

medicamento signif ica que el conjugado anticuerpo 

anti-HER3-fármaco y la medicina se "administran en 

combinación". 

  La composición farmacéutica se puede formular 5 

en una formulación de l iofi l ización o una formulaci ón 

líquida como una formulación que tenga la composici ón 

deseada y la pureza necesaria.  Cuando se formule 

como una formulación de l iof i l ización, puede ser un a 

formulación que contenga adit ivos de formulación 10 

adecuados que se usen en la técnica.  También para 

una formulación líquida, se puede formular como una  

formulación líquida que contenga diversos adit ivos de 

formulación que se usen en la técnica. 

  Los consti tuyentes y la concentración de la 15 

composición farmacéutica pueden variar dependiendo 

del método de administración.  Sin embargo, el 

conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco comprendido en 

la composición farmacéutica de la presente invenció n 

puede presentar el efecto farmacéutico, incluso a u na 20 

dosis pequeña cuando el conjugado anticuerpo-fármac o 

tenga mayor af inidad por un antígeno, es decir, may or 

afinidad (= menor valor Kd) en términos de la 

constante de disociación (es decir, el valor Kd) pa ra 

el antígeno.  Por lo tanto, para la determinación d e 25 
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la dosis del conjugado anticuerpo-fármaco, la dosis  

se puede determinar en vista de una situación 

relativa a la afinidad entre el conjugado anticuerp o-

fármaco y el antígeno.  Cuando el conjugado 

anticuerpo-fármaco de la presente invención se 5 

administre a un ser humano, por ejemplo,  

aproximadamente 0.001 a 100 mg/kg se pueden 

administrar una vez o se administran varias veces c on 

un intervalo de un tiempo de 1 a 180 días. 

  Ejemplos 10 

  La presente invención se describe 

específ icamente en vista de los ejemplos que se 

muestran a continuación.  Sin embargo, la presente 

invención no se l imita a el los.  Además, de ninguna  

manera son interpretados en un sentido l imitado.  15 

Además, a menos que se describa específ icamente de 

otro modo, el reactivo, solvente y material  de 

part ida descri tos en la descripción se pueden obten er 

fáci lmente de un proveedor comercial.  

  Ejemplo de Referencia 1 Producción de U1-59 20 

  U1-59 fue producida sobre la base del método 

descrito en la Publ icación Internacional Nº WO 

2007/077028. 

 

 25 
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  Ejemplo 1 conjugado anticuerpo-fármaco (1) 

 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

  Procedimiento 1: (4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-

hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidr o-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-20 

il]amino}-4-oxobutil)carbamato de terc-butilo 

  Ácido 4-(terc-butoxicarbonilamino) butanoico (0.2 37 

g, 1,.3 mmol) se disolvió en diclorometano (10 mL),  cargado 

con N-hidroxisuccinimida (0.130 g, 1,13 mmol) y clo rhidrato 

de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (0.2 16 g, 1,13 25 
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mmol), y se agitó durante 1 hora.  La solución de r eacción se 

añadió gota a gota a una solución de N-dimetilforma mida N (10 

mL) cargada con mesilato de exatecano (0.500 g, 0.9 4 mmol) y 

trietilamina (0.157 mL, 1.13 mmol), y se agitó a te mperatura 

ambiente durante 1 día.  El solvente se eliminó a p resión 5 

reducida y los residuos obtenidos se purificaron po r 

cromatografía en columna de gel de sílice [clorofor mo - 

cloroformo: metanol = 8: 2 (v/v)] para producir el compuesto 

del título (0.595 g, cuantitativo). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.87 (3H, t, J=7.2 10 

Hz), 1.31 (9H, s), 1.58 (1H, t, J=7.2 Hz), 1.66 (2H , t, J=7.2 

Hz), 1.89-1.82 (2H, m), 2.12 a 2.21 (3H, m), 2.39 ( 3H, s), 

2.92 (2H, t, J=6.5 Hz), 3.17 (2H, s), 5.16 (1H, d, J=19.2 

Hz), 5.24 (1H, d. J=18.8 Hz), 5.42 (2H, s), 5.59-5. 55 (1H, 

m), 6.53 (1H, s), 6.78 (1H, t, J=6.3 Hz), 7.30 (1H,  s), 7.79 15 

(1H, d, J=11.0 Hz), 8.40 (1H, d, J=8.6 Hz), 

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

  Procedimiento 2: trifluoroacetato de 4-amino-N-

[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-di oxo-

2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-20 

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-

il]butanamida  

  El compuesto (0.388 g, 0.61 mmol) obtenido en el 

Procedimiento 1 anterior se disolvió en diclorometa no (9 mL).  

Después de la adición de ácido trifluoroacético (9 mL), se 25 
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agitó durante 4 horas.  El solvente se eliminó a pr esión 

reducida y los residuos obtenidos se purificaron po r 

cromatografía en columna de gel de sílice [clorofor mo - 

repartió capa orgánica de cloroformo: metanol: agua  = 7: 3: 1 

(v/v/v)] para producir el compuesto del título (0.3 43 g, 5 

cuantitativo). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) 0.87 (3H, t, J=7.2 Hz), 

1.79-1.92 (4H, m), 2.10 a 2.17 (2H, m), 2.27 (2H, t , J=7.0 

Hz), 2.40 (3H, s), 2.80-2.86 (2H, m), 3.15 a 3.20 ( 2H, m), 

5.15 (1H, d, J=18.8 Hz), 5.26 (1H, d, J=18.8 Hz ), 5.42 (2H, 10 

s), 5.54-5.61 (1H, m), 6.55 (1H, s), 7.32 (1H, s), 7.72 (3H, 

s ancho), 7.82 (1H, d, J=11.0 Hz), 8.54 (1H, d, J=8 .6 Hz), 

  MS (APCI) m/z: 521 (M+H) +. 

  Procedimiento 3: N-(terc-

butoxicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1 S,9S)-9-15 

etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,1 0,13,15-

hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizi no[1,2-

b]quinolin-1-il]amino}-4-oxobutil)glicinamida 

  N-(terc-butoxicarbonil)glicilglicil-L-

fenilalanilglicina (0.081 g, 0.19 mmol) se disolvió  en 20 

diclorometano (3 mL), se cargó con N-hidroxisuccini mida 

(0.021 g, 0.19 mmol) y 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (0.036 g, 0.19 mmol ) y se 

agitó durante 3,5 horas.  La solución de reacción s e añadió 

gota a gota a una solución de N,N-dimetilformamida (1.5 mL) 25 
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cargada con el compuesto (0.080 g, 0.15 mmol) que s e ha 

obtenido en el Procedimiento 2 anterior y se agitó a 

temperatura ambiente durante 4 horas.  El solvente se eliminó 

a presión reducida y los residuos obtenidos se puri ficaron 

por cromatografía en columna de gel de sílice [clor oformo - 5 

cloroformo: metanol = 8: 2 (v/v)] para producir el compuesto 

del título (0.106 g, 73%). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) 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 

a 2.19 (4H, m), 2.40 (3H, s), 2.77 (1H, dd, J=12.7.  8.8 Hz), 10 

3.02 (1H, dd, J=14.1. 4.7 Hz), 03/08 a 03/11 (2H, m ), 3.16 a 

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 (1 H, 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 a 7.26 (5H, m), 7.31 (1H, s), 15 

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), 

  MS (APCI) m/z: 939 (M+H) +. 

  Procedimiento 4: trifluoroacetato de glicilglicil -20 

L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidr oxi-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]amino}-4-oxobutil)glicinamida  

  El compuesto (1.97 g, 2.10 mmol) obtenido en el 25 



 264

Procedimiento 3 anterior se disolvió en diclorometa no (7 mL).  

Después de la adición de ácido trifluoroacético (7 mL), se 

agitó durante 1 hora.  El solvente se eliminó a pre sión 

reducida, y se cargó con tolueno para la destilació n 

azeotrópica.  Los residuos obtenidos se purificaron  por 5 

cromatografía en columna de gel de sílice [clorofor mo - 

repartió capa orgánica de cloroformo: metanol: agua  = 7: 3: 1 

(v/v/v)] para producir el compuesto del título (1.9 7 g, 99%). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.87 (3H, t, J=7.4 

Hz), 1.71-1.73 (2H, m), 1.82-1.90 (2H, m), 2.12-2.2 0 (4H, m 10 

). 2.40 (3H, s). 2.75 (1H, dd, J=13.7. 9.4 Hz), 3.3  a 3.9 

(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 ). 5.55-15 

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). 

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

  Procedimiento 5: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-

pirrol-1-il)hexanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-( 4-20 

{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-d ioxo-

2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-

il]amino}-4-oxobutil)glicinamida 

  A una solución en N,N-dimetilformamida (1.2 mL) d el 25 
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compuesto (337 mg, 0.353 mmol) obtenido en el Proce dimiento 4 

anterior, se le añadieron trietilamina (44.3 mL, 0. 318 mmol) 

y hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (119.7 mg , 0.388 

mmol) y se agitó a temperatura ambiente durante 1 h ora.  El 

solvente se eliminó a presión reducida y los residu os 5 

obtenidos se purificaron por cromatografía en colum na de gel 

de sílice [cloroformo - cloroformo: metanol = 5: 1 (v/v)] 

para producir el compuesto del título como un sólid o amarillo 

pálido (278.0 mg, 76% ). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.87 (3H, t, J=7.3 10 

Hz), 1.12-1.22 (2H, m), 1.40-1.51 (4H, m), 1.66-1.7 6 (2H, m 

), 1.80-1.91 (2H, m), 2.5-2.21 (6H, m), 2.39 (3H, s ), 2.79 

(1H, dd, J=14.0, 9.8 Hz), 2.98-3.21 (5H, m), 3.55-3 .77 (8H, 

m), 4.41-4.48 (1H, m), 5.15 (1H, d, J=18.9 Hz), 5.2 4 (1H, d, 

J=18.9 Hz), 5.40 (1H, d, J=17.1 Hz), 5.44 (1H, d, J =17.1 Hz), 15 

5.54-5.60 (1H, m), 6.53 (1H, s), 6.99 (2H, s), 7.20 -7.27 (5H, 

m), 7.30 (1H, s), 7.70 (1H, t, J=5.5 Hz), 7.80 (1H,  d, J=11.0 

Hz), 8.03 (1H, t, J=5.8 Hz), 8.08 (1H, t, J=5.5 Hz) , 8.14 

(1H, d, J=7.9 Hz), 8.25 (1H, t, J=6.1 Hz), 8.46 (1H , d, J=8.5 Hz). 

  MS (APCI) m/z: 1032 (M+H) +. 20 

  Procedimiento 6: conjugado anticuerpo-fármaco (1)  

  Reducir el anticuerpo: U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 fue preparado para tener la  

concentración de anticuerpo de 10 mg/mL mediante la  

sustitución del medio con PBS6.0/EDTA usando el Pro cedimiento 25 
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común B y Procedimiento común C descritos en el Mét odo de 

Producción 1.  La solución (1.00 mL) se añadió a un  tubo de 

polipropileno de 2.0 mL y se cargó con una solución  acuosa de 

TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0.0 307 mL; 

4.6 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solución 5 

acuosa 1 M de fosfato ácido dipotásico (Nacalai Tes que, Inc.; 

0.050 mL).  Después de confirmar que la solución te nía un pH 

de 7.4 +/- 0.1, el enlace disulfuro en la parte de bisagra en 

el anticuerpo se redujo por incubación a 37ºC duran te 1 hora. 

  Conjugación entre el anticuerpo y el enlazador de  10 

fármaco: Después de incubar la solución en un baño de agua a 

22ºC durante 10 minutos, sulfóxido de dimetilo (Sig ma-Aldrich 

Co. LLC; 0.0586 mL) y una solución de sulfóxido de dimetilo 

(0.0615 mL; 9.2 equivalentes por molécula de anticu erpo) que 

contiene se añadieron 10 mM del compuesto obtenido en el 15 

Procedimiento 5 se añadieron a la misma y se incubó  en un 

baño de agua a 22ºC durante 40 minutos para conjuga r el 

enlazador fármaco al anticuerpo.  A continuación, s e añadió 

una solución acuosa (0.0123 mL) de 100 mM de NAC (S igma-

Aldrich Co.  LLC) y se agitó mediante el uso de un rotador de 20 

tubo (MTR-103, fabricado por AS ONE Corporation) a 

temperatura ambiente durante 20 minutos para termin ar 

reacción del enlazador de fármaco. 

  Purificación: La solución anterior se sometió a 

purificación usando el Procedimiento común D (ABS s e usa como 25 



 267

solución amortiguadora) descrito en el Método de pr oducción 1 

para dar 6 mL de una solución que contenía el conju gado 

anticuerpo titulado-fármaco. 

  Caracterización físico-química: Mediante el uso d el 

Procedimiento común E que se describe en el Método de 5 

producción 1 (como coeficiente molar de absorción d el 

enlazador de fármaco, se usaron E D, 280  = 7280 y E D, 370  = 

23400), se obtuvieron los siguientes valores caract erísticos. 

  Concentración de anticuerpo: 1.29 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 7.74 mg (77%), y número promedio 10 

de moléculas de fármaco conjugadas (n) por molécula  de 

anticuerpo fue medido por el Procedimiento común E:  4.9. 

  Ejemplo 2 conjugado anticuerpo-fármaco (2) 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

  Procedimiento 1: Conjugado anticuerpo-fármaco (2)  

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 25 



 268

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el anterior  

Procedimiento 5 del Ejemplo 1, se obtuvo el conjuga do 

anticuerpo titulado-fármaco de la misma manera que en el 

Procedimiento 6 del Ejemplo 1. 

  Concentración de anticuerpo: 12.0 mg/mL, 5 

rendimiento de anticuerpo: 226,. mg (91%), y número  promedio 

de moléculas de fármaco conjugadas (n) por molécula  de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común E: 4.9 . 

  Ejemplo 3 conjugado anticuerpo-fármaco (3) 

 10 
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  Procedimiento 1: Conjugado anticuerpo-fármaco (3)  20 

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedim iento 5 

del Ejemplo 1, se obtuvo el conjugado anticuerpo ti tulado-

fármaco de la misma manera que en el Procedimiento 6 del 

Ejemplo 1. 25 



 269

  Concentración de anticuerpo: 16.9 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 219.7 mg (88%), y número  promedio 

de moléculas de fármaco conjugadas (n) por molécula  de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común E: 4.9 . 

  Ejemplo 4 conjugado anticuerpo-fármaco (4) 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

  Procedimiento 1: Conjugado anticuerpo-fármaco (4)  

  Reduciendo el anticuerpo: U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 fue preparado para tener la  

concentración de anticuerpo de 10 mg/mL mediante la  

sustitución del medio con PBS6.0/EDTA usando el Pro cedimiento 20 

común B y Procedimiento común C descritos en el Mét odo de 

Producción 1.  La solución (1.00 mL) se añadió a un  tubo de 

polipropileno de 1.5 mL y se cargó con una solución  acuosa de 

TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0.0 187 mL; 

2.8 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solución 25 
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acuosa 1 M de fosfato ácido dipotásico (Nacalai Tes que, Inc.; 

0.0170 mL).  Después de confirmar que la solución t enía un pH 

de 7.0 +/- 0.1, el enlace disulfuro en la parte de bisagra en 

el anticuerpo se redujo por incubación a 37ºC duran te 1 hora. 

  Conjugación entre el anticuerpo y el enlazador de  5 

fármaco: Después de añadir una solución de sulfóxid o de 

dimetilo (0.0314 mL; 4.7 equivalentes por molécula de 

anticuerpo) que contenía 10 mM del compuesto obteni do en el 

Procedimiento 5 anteriormente a la solución a tempe ratura 

ambiente, se incubó a 15ºC durante 1 hora para conj ugar el 10 

enlazador fármaco al anticuerpo.  A continuación, u na 

solución acuosa (0.0123 mL; 18.4 equivalentes por m olécula de 

anticuerpo) se añadió a NAC 100 mM (Sigma-Aldrich C o. LLC) a 

la misma y se incubó a temperatura ambiente durante  otros 20 

minutos para terminar la reacción del enlazador de fármaco. 15 

  Purificación: La solución anterior se sometió a 

purificación usando el procedimiento común D (ABS s e usa como 

solución amortiguadora) que se describe en el Métod o de 

producción 1 para dar 6 mL de una solución que cont enía el 

conjugado anticuerpo titulado-fármaco.  Después de eso, la 20 

solución se concentró por el Procedimiento común A.  

  Caracterización físico-química: Mediante el uso d el 

Procedimiento común E que se describe en el Método de 

producción 1 (como coeficiente molar de absorción d el 

enlazador de fármaco, se usaron E D, 280  = 5000, y E D, 370  = 25 
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19000), se obtuvieron los siguientes valores caract erísticos. 

  Concentración de anticuerpo: 1.02 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 6.1 mg (61%), y número p romedio de 

moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécula de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común E: 2.9 ; y número 5 

promedio de moléculas de fármaco conjugadas (n) por  molécula 

de anticuerpo medido por Procedimiento común F (com o 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se 

usó E D, 280  = 5000): 3.2. 

  Ejemplo 5 Conjugado anticuerpo-fármaco (5) 10 
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  Procedimiento 1: (5S,14S)-5-bencil-1-{[(1S,9S)-9-

etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,1 0,13,15-

hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizi no[1,2-

b]quinolin-1-il]amino}-14-{[(9H-fluoren-9-

ilmetoxi)carbonil]amino}-1,4,7,10,13-pentaoxo-3,6,9 ,12-5 

tetraazahexadecan-16-oato de terc-butilo 

  Enfriando con hielo, a una solución en N,N-

dimetilformamida (10.0 mL) de glicilglicil-L-fenila lanil-N-

[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-di oxo-

2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-10 

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-

il]glicinamida (forma libre del compuesto farmacéut ico que se 

describe en la Publicación Internacional No. WO 199 7/46260; 

0.250 g, 0.332 mmol), se le añadieron N-hidroxisucc inimida 

(57,2 mg, 0.497 mmol), y ácido 4-terc-butil-N-[(9H- fluoren-9-15 

ilmetoxi)carbonil]-L-aspártico (0.205 g, 0.497 mmol ), N,N'-

diciclohexilcarbodiimida (0.123 g, 0.497 mmol) y se  agitó a 

temperatura ambiente durante 2 días.  El solvente s e eliminó 

a presión reducida y los residuos obtenidos se puri ficaron 

por cromatografía en columna de gel de sílice [clor oformo - 20 

cloroformo: metanol = 9: 1 (v/v)] para producir el compuesto 

del título como un sólido amarillo pálido (0.278 g,  73%). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.86 (3H, t, J=7.1 

Hz), 1.35 (9H, s), 1.79-1.90 (2H, m), 2.3-2.25 (2H,  m), 2.40 

(3H, s), 2.40-2.51 (2H, m), 2.64-2.82 (2H, m), 2.98  (1H, dd, 25 
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J=13.7, 4.6 Hz), 3.16 (2H, s ancho), 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, 5 

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=7.8 Hz), 8.15 (1H , t, J=5.5 

Hz), 8.31 (1H, t, J=5.5 Hz), 8.41 (1H, d, J=8.7 Hz) , 

  MS (ESI) m/z: 1147 (M+H) +. 

  Procedimiento 2: (5S,14S)-14-amino-5-bencil-1-10 

{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-d ioxo-

2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-

il]amino}-1,4,7,10,13-pentaoxo-3,6,9,12-tetraazahex adecan-16-

oato de terc-butilo 15 

  A una solución en N,N-dimetilformamida (2.00 mL) 

del compuesto (0.279 g, 0.242 mmol) obtenido en el Proceso 1 

anterior, se le añadió piperidina (0.240 mL, 2.42 m mol) y se 

agitó a temperatura ambiente durante 1 hora.  El so lvente se 

eliminó a presión reducida y los residuos obtenidos  se 20 

purificaron por cromatografía en columna de gel de sílice 

[cloroformo - cloroformo: metanol = 2: 1 (v/v)] par a producir 

el compuesto del título como un sólido amarillo pál ido (0.265 

g, cuantitativo). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.88 (3H, t, J=7.2 25 
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Hz), 1.39 (9H, s), 1.81-1.94 (1H, m), 2.7-2.28 (2H,  m), 2.37 

(1H, dd, J=15.8, 8.0 Hz), 2.43 (3H, s), 2.60 (1H, d d, 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, 5 

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), 8.26-8.3 9 (2H, m), 

8.44 (1H, d, J=8.2 Hz). 

  Procedimiento 3: (5S,14S)-5-bencil-14-{[6-(2,5-10 

dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]amino}-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]indolizi no[1,2-

b]quinolin-1-il]amino}-1,4,7,10,13-pentaoxo-3,6,9,1 2-

tetraazahexadecan-16-oato de terc-butilo 15 

  A una solución en N,N-dimetilformamida (2.00 mL) 

del compuesto (0.100 g, 0.108 mmol) obtenido en el Proceso 2 

anterior, se le añadió N- hexanoato de succinimidil  6-

maleimida (40.0 mg, 0.130 mmol) y se agitó a temper atura 

ambiente durante 2 días.  El solvente se eliminó a presión 20 

reducida y los residuos obtenidos se purificaron po r 

cromatografía en columna de gel de sílice [clorofor mo - 

cloroformo: metanol = 9: 1 (v/v)] para producir el compuesto 

del título como un sólido amarillo pálido (80.0 mg,  66% ). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.88 (3H, t, J=7.2 25 
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Hz), 1.13-1.23 (2H, m), 1.37 (9H, s), 1.42-1.54 (4H , m), 

1.80-1.96 (2H, m), 2.8-2.25 (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, 5 

s), 7.83 (1H, d, J=11.3 Hz), 8.4-8.18 (3H, m), 8.30 -8.37 (1H, 

m), 8.43 (1H, d, J=8.6 Hz), 

  MS (ESI) m/z: 1118 (M+H) +. 

  Procedimiento 4: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-

pirrol-1-il)hexanoil]-L-alpha-aspartilglicilglicil- L-10 

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 

  Enfriando con hielo, se añadió ácido 15 

trifluoroacético (4.00 mL) al compuesto (70.0 mg, 6 2.6 u moL) 

obtenido en el Procedimiento 3 anterior, y se agitó  a 

temperatura ambiente durante 1 hora.  El solvente s e eliminó 

a presión reducida para dar el compuesto del título  como un 

sólido amarillo pálido (55,0 mg, 83%). 20 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.88 (3H, t, J=7.4 

Hz), 1.14-1.24 (2H, m), 1.41-1.53 (4H, m), 1.79-1.9 5 (2H, m 

), 2.8-2.28 (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), 25 
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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 ancho), 8.08 (1H, d, J=6.7 Hz), 8.15 (1H, d, J=7. 8 5 

Hz), 8.34 (1H, s ancho), 8.44 (1H, d, J=8.6 Hz), 

12.26 (1H, s ancho). 

  MS (ESI) m/z: 1062 (M+H) + .  

  Procedimiento 5: Conjugado anticuerpo-fármaco 

(5) 10 

  Mediante el uso de U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 y el compuesto obtenido en el  

Procedimiento 4 anterior,  se obtuvo el conjugado 

anticuerpo ti tulado-fármaco de la misma manera que en 

el Procedimiento 6 del Ejemplo 1. 15 

  Concentración de anticuerpo: 1.36 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 8.16 mg (82%), y número 

promedio de moléculas de conjugado de fármaco (n) p or 

molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento 

común E (como coeficiente de absorción molar del 20 

enlazador de fármaco, se usaron E D,  280  = 7620, E D,  370  = 

23700): 5.0. 

 

 

 25 
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  Ejemplo 6 Conjugado anticuerpo-fármaco (6) 
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  Procedimiento 1: Conjugado anticuerpo-fármaco (6)  

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 15 

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedim iento 4 

anterior del Ejemplo 5, se obtuvo el conjugado anti cuerpo 

titulado-fármaco de la misma manera que en el Proce dimiento 6 

del Ejemplo 1. 

  Concentración de anticuerpo: 11.5 mg/mL, 20 

rendimiento de anticuerpo: 224.2 mg (90%), y número  promedio 

de moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécu la de 

anticuerpo medido por el Procedimiento E común (com o 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se 

usaron E D, 280  = 7620, E D, 370  = 23700): 4.6. 25 
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  Ejemplo 7 Conjugado anticuerpo-fármaco (7) 
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  Procedimiento 1: (3S,12S)-12-bencil-21-{[(1S,9S)- 9-

etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,1 0,13,15-

hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizi no[1,2-

b]quinolin-1-il]amino}-3-{[(9H-fluoren-9-

ilmetoxi)carbonil]amino}-4.7,10.13,16,21-hexaoxo-25 
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5,8,11,14,17-pentaazahenicosan-1-oato de terc-butil o 

  Ácido (2S)-4-terc-butoxi-2-{[(9H-fluoren-9-

ilmetoxi)carbonil]amino}-4-oxobutanoico (0.625 g, 1 .52 mmol) 

se disolvió en diclorometano (10.0 mL), fue cargado  con N-

hidroxisuccinimida (0.175 g, 1.52 mol) y 1-(3-5 

dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0.291 g, 1. 52 mmol), 

y se agitó durante 1 hora.  La solución de reacción  se añadió 

gota a gota a una solución de N,N-dimetilformamida (10.0 mL) 

cargada con el compuesto (1.00 g, 1.01 mmol) obteni do en el 

Procedimiento 4 del Ejemplo 1 anterior y se agitó a  10 

temperatura ambiente durante 20 horas.  El solvente  se 

eliminó a presión reducida y los residuos obtenidos  se 

purificaron por cromatografía en columna de gel de sílice 

[cloroformo - cloroformo: metanol = 8: 2 (v/v)] par a producir 

el compuesto del título como un sólido amarillo pál ido (0.873 15 

g, 70% ). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) 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 ), 4.3 8-4.52 20 

(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), 8.1-8.6 (1H, m) , 8.14 

(1H, d, J=8.2 Hz), 8.17-8.22 (1H, m), 8.25-8.30 (1H , m), 8.47 25 
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(1H, d, J=8.6 Hz). 

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

  Procedimiento 2: (3S,12S)-12-bencil-3-{[6-(2,5-

dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]amino}-21 -

{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-d ioxo-5 

2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-

il]amino}-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  10 

Procedimiento 1 anterior se disolvió en N,N-dimetil formamida 

(3.00 mL), se cargó con piperidina (0.643 mL, 6.49 mmol), y 

se agitó durante 1 hora.  El solvente se eliminó ha sta la 

sequedad a presión reducida y los residuos obtenido s se 

disolvieron en N,N-dimetilformamida (10 mL).  Despu és de la 15 

adición de hexanoato de N-succinimidil 6-maleimida (0.300 g, 

0.974 mmol), se agitó durante 20 horas.  El solvent e se 

eliminó a presión reducida y los residuos obtenidos  se 

purificaron por cromatografía en columna de gel de sílice 

[cloroformo - cloroformo: metanol = 8: 2 (v/v)] par a producir 20 

el compuesto del título como un sólido amarillo pál ido (0.224 

g, 29% ). 

  RMN- 1H (400 MHz. DMSO-d 6) 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), 25 
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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), 5 

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=5.7 Hz), 8.9-8.1 2 (3H, m), 

8.25 (1H, t, J=6.0 Hz), 8.45 (1H, d, J=9.1 Hz). 

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

  Procedimiento 3: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-10 

pirrol-1-il)hexanoil]-L-alpha-aspartilglicilglicil- L-

fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidrox i-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]amino}-4-oxobutil)glicinamida 15 

  Se hizo reaccionar el compuesto (0.224 g, 0.186 

mmol) obtenido en el Procedimiento 2 anterior de la  misma 

manera que en el Procedimiento 2 del Ejemplo 1 para  producir 

el compuesto del título como un sólido amarillo pál ido (21,2 

mg, 10%). 20 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.87 (3H, t, J=7.2 

Hz), 1.13-1.21 (2H, m), 1.42-1.45 (6H, m), 1.70-1.7 2 (2H, m), 

1.85-1.88 (2H, m), 2.6-2.20 (6H, m), 2.39 (3H, s), 2.63-2.67 

(1H, m), 2.78-2.81 (1H, m), 3.4-3.12 (6H, m), 3.63- 3.70 (6H, 

m), 4.46-4.52 (2H, m), 5.16 (1H, d, J=19.2 Hz), 5.2 5 (1H, d, 25 
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J=18.8 Hz), 5.42 (2H, s), 5.55-5.58 (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).  

  MS (APCI) m/z: 1147 (M+H) +. 5 

  Procedimiento 4: conjugado anticuerpo-fármaco (7)  

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedim iento 3 

anterior, se obtuvo el conjugado anticuerpo titulad o-fármaco 

de la misma manera que en el Procedimiento 6 del Ej emplo 1. 10 

  Concentración de anticuerpo: 1.39 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 8.34 mg (83%), y número promedio 

de moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécu la de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común E (com o 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se 15 

usaron E D, 280  = 7670. E D, 370  = 24800): 4.7. 
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Ejemplo 8 Conjugado anticuerpo-fármaco (8) 
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  Procedimiento 1: conjugado anticuerpo-fármaco (8)  

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 15 

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedim iento 3 anterior del 

Ejemplo 7, se obtuvo el conjugado anticuerpo titula do-fármaco de la 

misma manera que en el Procedimiento 6 del Ejemplo 1. 

  Concentración de anticuerpo: 11.2 mg/mL, rendimie nto de 

anticuerpo: 228.5 mg (91%), y número promedio de mo léculas de conjugado 20 

de fármaco (n) por molécula de anticuerpo medido po r el Procedimiento 

común E (como coeficiente de absorción molar del en lazador de fármaco, 

se usaron E D, 280  = 7670, E D, 370  = 24800): 4.7. 

   

25 
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Ejemplo 9 Conjugado anticuerpo-fármaco (9) 
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  Procedimiento 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-dioxo-2,5-15 

dihidro-1H-pirrol-1-

il)propanoil]amino}etoxi)etoxi]propanoil}glicilglic il-L-

fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidrox i-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 -1-20 

il]amino}-4-oxobutil)glicinamida 

  El compuesto (100 mg, 0.119 mmol) obtenido en el 

procedimiento 4 del Ejemplo 1 anterior se hizo reac cionar de 

la misma manera que en el Procedimiento 5 del Ejemp lo 1 

mediante el uso de 3-(2-(2-(3-25 
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maleinimidepropanamida)etoxi)etoxi) propanoato de N -

succinimidilo (50.7 mg, 0.119 mmol) en lugar de hex anoato de 

N-succinimidil 6-maleimida para producir el compues to del 

título como un sólido amarillo pálido (66.5 mg, 48% ). 

  RMN- 1H (400 MHz. DMSO-d 6) delta: 0.85 (3H, t, J=7.4 5 

Hz), 1.65-1.74 (2H, m), 1.77-1.90 (2H, m), 2.7-2.19  (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, 10 

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), 8.1 6 (1H, t, 

J=5.7 Hz), 8.23 (1H, t, J=5.9 Hz), 8.44 (1H, d, J=9 .0 Hz), 15 

  MS (APCI) m/z: 1149 (M+H) +. 

  Procedimiento 2: conjugado anticuerpo-fármaco (9)  

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedim iento 1 

anterior, se obtuvo el conjugado anticuerpo titulad o-fármaco 20 

de la misma manera que en el Procedimiento 6 del Ej emplo 1. 

  Concentración de anticuerpo: 2.08 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 18.7 mg (94%), y número promedio 

de moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécu la de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común E (com o 25 
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coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se 

usaron E D, 280  = 4964, E D, 370  = 18982): 5.6. 

  Ejemplo 10 Conjugado anticuerpo-fármaco (10) 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

  Procedimiento 1: conjugado anticuerpo-fármaco (10 ) 

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 15 

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedim iento 1 

anterior del Ejemplo 9, se obtuvo el conjugado anti cuerpo 

titulado-fármaco de la misma manera que en el Proce dimiento 6 del 

Ejemplo 1. 

  Concentración de anticuerpo: 19.7 mg/mL, rendimie nto de 20 

anticuerpo: 236.4 mg (95%), y número promedio de mo léculas de 

conjugado de fármaco (n) por molécula de anticuerpo  medido por el 

Procedimiento común E (como coeficiente de absorció n molar del 

enlazador de fármaco, se usaron E D, 280  = 4964, E D, 370  = 18982): 6.2; 

y número promedio de moléculas de fármaco conjugada s (n) por 25 
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molécula de anticuerpo medido por Procedimiento com ún F (como 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se usó 

ED, 280  = 4964): 6.4. 

  Ejemplo 11 Conjugado anticuerpo-fármaco (11) 
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  Procedimiento 1: conjugado anticuerpo-fármaco 15 

(11) 

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedim iento 1 

anterior del Ejemplo 9, se obtuvo el conjugado anti cuerpo 

titulado-fármaco de la misma manera que en el Proce dimiento 1 del 20 

Ejemplo 4. 

  Concentración de anticuerpo: 0.88 mg/mL, rendimie nto de 

anticuerpo: 5.28 mg (53%), y número promedio de mol éculas de 

conjugado de fármaco (n) por molécula de anticuerpo  medido por el 

Procedimiento común E (como coeficiente de absorció n molar del 25 
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enlazador de fármaco, se usaron E D, 280  = 4964, E D, 370  = 18982): 3.0; 

y número promedio de moléculas de fármaco conjugada s (n) por 

molécula de anticuerpo medido por procedimiento com ún F (como 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se usó 

ED, 280  = 4964): 3.3. 5 

  Ejemplo 12 Conjugado anticuerpo-fármaco 

(12) 
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 25 
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  Procedimiento 1: acetato de ({N-[(9H-fluoren-9-

ilmetoxi)carbonil]glicil}amino)metilo 

  A una mezcla que contenía N-9-

fluorenilmetoxicarbonilglicilglicina (4.33 g, 12.2 mmol), 

se le añadieron tetrahidrofurano (120 mL), y toluen o 5 

(40.0 mL), piridina (1.16 mL, 14.7 mmol) y tetraace tato 

de plomo (6,84 g, 14.7 mmol) y se sometió a reflujo  con 

calentamiento durante 5 horas.  Después de que la 

solución de reacción se enfrió a temperatura ambien te, el 

material insoluble se eliminó por filtración a trav és de 10 

Celite, y el filtrado se concentró a presión reduci da.  

Los residuos obtenidos se disolvieron en acetato de  

etilo, se lavaron con agua y salmuera saturada, y d espués 

se secó la capa orgánica sobre sulfato de magnesio 

anhidro.  Después de eliminar el solvente a presión  15 

reducida, los residuos obtenidos se purificaron por  

cromatografía en columna de gel de sílice [hexano: 

acetato de etilo = 9: 1 (v/v)- acetato de etilo] pa ra dar 

el compuesto del título como sólido incoloro (3,00 g, 67 

%). 20 

  RMN- 1H (400 MHz, CDCl 3) 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 ancho), 6. 96 (1H, s 

ancho), 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). 25 
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  Procedimiento 2: [({N-[(9H-fluoren-9-

ilmetoxi)carbonil]glicil}amino)metoxi] acetato de b encilo 

  A una solución en tetrahidrofurano (40.0 mL)del 

compuesto (3.68 g, 10.0 mmol) obtenido en el proced imiento 1 

anterior y glicolato de bencilo (4.99 g, 30.0 mmol) , se le 5 

añadió terc-butóxido de potasio (2.24 g, 20.0 mmol)  a 0ºC y 

se agitó a temperatura ambiente durante 15 minutos.   La 

solución de reacción se cargó con acetato de etilo y agua a 

0ºC y se extrajo con acetato de etilo y cloroformo.   La capa 

orgánica obtenida se secó sobre sulfato de sodio y se filtró.  10 

El solvente se eliminó a presión reducida.  Los res iduos 

obtenidos se disolvieron en dioxano (40.0 mL) y agu a (10.0 

mL), se cargó con carbonato ácido de sodio (1.01 g,  12.0 

mmol) y cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (2.59 g,  10.0 

mmol), y se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas.  La 15 

solución de reacción se cargó con agua y se extrajo  con 

acetato de etilo.  La capa orgánica obtenida se sec ó sobre 

sulfato de sodio y se filtró.  El solvente se elimi nó a 

presión reducida y los residuos obtenidos se purifi caron por 

cromatografía de sílice en columna de gel [hexano: acetato de 20 

etilo = 100: (v/v) 0-0: 100] para dar el compuesto del título 

en sustancia oleosa incolora (1.88 g, 40%). 

  RMN- 1H (400 MHz, CDCl 3) 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, 25 
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s ancho), 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: ácido [({N-[(9H-fluoren-9-

ilmetoxi)carbonil]glicil}amino)metoxi]acético 

  El compuesto (1.88 g, 3.96 mmol) obtenido en el 5 

Procedimiento 2 anterior se disolvió en etanol (40. 0 mL) y 

acetato de etilo (20.0 mL).  Después de la adición de 

catalizador de paladio carbono (376 mg), se agitó a  

temperatura ambiente bajo atmósfera de hidrógeno du rante 2 

horas.  El material insoluble se eliminó por filtra ción a 10 

través de Celite, y el solvente del filtrado se eli minó a 

presión reducida para dar el compuesto del título c omo un 

sólido incoloro (1.52 g, cuantitativo). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) 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), 15 

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: (2-{[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluor o-

9-hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahi dro-

1H,12H-benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]q uinolin-1-20 

il]amino}-2-oxoetoxi)metil]amino}-2-oxoetil)carbama to de 9H-

fluoren-9-ilmetilo 

  Enfriando con hielo, a una solución en N,N-

dimetilformamida (10.0 mL) de mesilato de exatecano  (0.283 g, 

0.533 mmol), N-hidroxisuccinimida (61.4 mg, 0.533 m mol), y el 25 
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compuesto (0.205 g, 0.533 mmol) obtenido en el ante rior 

Procedimiento 3, se añadieron N,N-diisopropiletilam ina (92.9 

uL, 0.533 mmol) y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (0. 143 g, 

0.693 mmol) y se agitó a temperatura ambiente duran te 3 días.  

El solvente se eliminó a presión reducida y los res iduos 5 

obtenidos se purificaron por cromatografía en colum na de gel 

de sílice [cloroformo - repartió capa orgánica de c loroformo: 

metanol: agua = 7: 3: 1 (v/v/v)] para producir el c ompuesto 

del título en forma de un color marrón pálido sólid o (0.352 

g, 82%). 10 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6) delta: 0.81 (3H, t, J=7.4 

Hz), 1.73-1.87 (2H, m), 2.6-2.20 (2H, m), 2.34 (3H,  s), 

03.01-03.23 (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), 5.09-5.2 2 (2H, m), 

5.32-5.42 (2H, m), 5.50-5.59 (1H, m), 6.49 (1H, s),  7.24-7.30 15 

(3H, m), 7.36 (2H, t, J=7.4 Hz), 7.53 (1H, t, J=6.3  Hz), 7.66 

(2H, d, J=7.4 Hz), 7.75 (1H, d, J=11.0 Hz), 7.84 (2 H, d, 

J=7.4 Hz), 8.47 (1H, d, J=8.6 Hz), 8.77 (1H, t, J=6 .7 Hz). 

  MS (ESI) m/z: 802 (M+H) +. 

  Procedimiento 5: N-[(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro- 9-20 

hidroxi-4-metil-10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidr o-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-

il]amino}-2-oxoetoxi)metil]glicinamida 

  A una solución en N,N-dimetilformamida (11.0 mL) 

del compuesto (0.881 g, 1.10 mmol) obtenido en el 25 
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Procedimiento 4 anterior, se le añadió piperidina ( 1.1 mL) y 

se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas.  E l solvente 

se eliminó a presión reducida para dar una mezcla q ue 

contenía el compuesto del título.  La mezcla se usó  para la 

siguiente reacción sin purificación adicional. 5 

  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-dioxo-2,3,9 ,10,13,15-

hexahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizi no[1,2-

b]quinolin-1-il]amino}-2-oxoetoxi)metil]glicinamida  10 

  Enfriando con hielo, a una solución en N,N-

dimetilformamida (50.0 mL) de la mezcla (0.439 mmol ) obtenida 

en el Procedimiento 5 anterior, se le añadieron N-

hidroxisuccinimida (0.101 g, 0.878 mmol), y N-[(9H- fluoren-9-

ilmetoxi)carbonil]glicilglicil-L-fenilalanina (el c ompuesto 15 

descrito en la patente japonesa abierta al público No. 2002-

60351; 0.440 g, 0.878 mmol), N,N'-diciclohexilcarbo diimida 

(0.181 g, 0.878 mmol) y se agitó; a temperatura amb iente 

durante 4 días.  El solvente se eliminó a presión r educida y 

los residuos obtenidos se purificaron por cromatogr afía en 20 

columna de gel de sílice [cloroformo - cloroformo: metanol = 

9: 1 (v/v)] para producir el compuesto del título c omo un 

sólido naranja pálido (0.269 g, 58%). 

  MS (ESI) m/z: 1063 (M+H) +. 

  Procedimiento 7: Glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(2 -25 
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{[(1S,9S)-9-etil-5-fluoro-9-hidroxi-4-metil-10,13-d ioxo-

2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin -1-

il]amino}-2-oxoetoxi)metil]glicinamida 

  A una solución en N,N-dimetilformamida (4.00 mL) 5 

del compuesto (0.269 g, 0.253 mmol) obtenido en el 

Procedimiento 6 anterior, se le añadió piperidina 

(0.251 mL, 2.53 mmol) y se agitó a temperatura 

ambiente durante 2 horas.  El solvente se eliminó a  

presión reducida para dar una mezcla que contenía e l 10 

compuesto del título.  La mezcla se usó para la 

siguiente reacción sin purif icación adicional.  

  Procedimiento 8: N-[6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-

1H-pirrol-1-i l )hexanoil]gl ic i lgl ici l-L-fenilalani l- N-

[(2-{[(1S,9S)-9-et i l-5-f luoro-9-hidroxi-4-meti l-15 

10,13-dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahidro-1H,12H-

benzo[de]pirano[3',4' :6,7] indolizino[1,2-b]quinol in -

1-i l ]amino}-2-oxoetoxi)metil ]gl icinamida 

  A una solución en N,N-dimeti lformamida (10.0 

mL) del compuesto (0.253 mmol) obtenido en el 20 

Procedimiento 7 anterior, se le añadió hexanoato de  

de N-succinimidil 6-maleimida (0.156 g, 0.506 mmol)  y 

se agitó a temperatura ambiente durante 3 días.  El  

solvente se el iminó a presión reducida y los residu os 

obtenidos se purif icaron por cromatografía en colum na 25 
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de gel de síl ice [cloroformo - cloroformo: metanol = 

9: 1 (v/v)] para producir el compuesto del título 

como un sólido amaril lo pálido (0.100 g, 38% ). 

  RMN- 1H (400 MHz, DMSO-d 6 ) delta: 0.83 (3H, t , 

J=7.2 Hz), 1.9-1.21 (2H, m), 1.33-1.47 (4H, m), 1.7 5-5 

1.90 (2H, m ), 2.00-2.23 (4H, m), 2.36 (3H, s), 2.6 9-

2.81 (1H, m), 2.94-3.03 (1H, m), 3.6-3.22 (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), 7.1 1-10 

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), 8.0 9 

(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). 

  MS (ESI) m/z: 1034 (M+H) + .  15 

  Procedimiento 9: conjugado anticuerpo-fármaco 

(12) 

  Mediante el uso de U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 y del compuesto obtenido en  

el Procedimiento 8 anterior,  se obtuvo el conjugado  20 

anticuerpo ti tulado-fármaco de la misma manera que en 

el Procedimiento 6 del Ejemplo 1. 

  Concentración de anticuerpo: 2.11 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 19.0 mg (95%), y número 

promedio de moléculas de conjugado de fármaco (n) p or 25 
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molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento 

común E (como coeficiente de absorción molar del 

enlazador de fármaco, se usaron E D,  280  = 5178, E D,  370  = 

20217): 4.9. 

  Ejemplo 13 conjugado anticuerpo-fármaco (13) 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

  Procedimiento 1: conjugado anticuerpo-fármaco (13 ) 

  Mediante el uso de U1-59 producido en el Ejemplo de 

Referencia 1 y el compuesto obtenido en el Procedim iento 8 

anterior  del Ejemplo 12, se obtuvo el conjugado an ticuerpo 

titulado-fármaco de la misma manera que en el Proce dimiento 6 20 

del Ejemplo 1. 

  Concentración de anticuerpo: 22.2 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 244.2 mg (98%), y número  promedio 

de moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécu la de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común E (com o 25 
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coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, E D, 

280  = 5178, E D, 370  = 20217): 6.2; y número promedio de 

moléculas de fármaco conjugadas (n) por molécula de  

anticuerpo medido por procedimiento común F (como c oeficiente 

de absorción molar del enlazador de fármaco, E D, 280  = 5178): 5 

7.0. 

  Ejemplo 14 conjugado anticuerpo-fármaco (14) 
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 15 

 

 

  Procedimiento 1: conjugado anticuerpo-fármaco (14 ) 

  Reducción del anticuerpo: U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 fue preparado para tener la  20 

concentración de anticuerpo de 10 mg/mL mediante la  

sustitución del medio con PBS6.0/EDTA usando el Pro cedimiento 

común B y procedimiento común C descritos en el Mét odo de 

Producción 1.  La solución (1.00 mL) se añadió a un  tubo de 

polipropileno 2.0 mL y se cargó con una solución ac uosa de 25 
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TCEP 10 mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0.0 160 mL; 

2.4 equivalentes por molécula de anticuerpo) y una solución 

acuosa 1 M de fosfato ácido dipotásico (Nacalai Tes que, Inc.; 

0.0150 mL).  Después de confirmar que la solución t enía un pH 

de 7.0 +/- 0.1, el enlace disulfuro en la parte de bisagra en 5 

el anticuerpo se redujo por incubación a 37ºC duran te 1 hora. 

  Conjugación entre el anticuerpo y el enlazador de  

fármaco: Después de incubar la solución en un baño de agua a 

15ºC durante 10 minutos, sulfóxido de dimetilo (Sig ma-Aldrich 

Co.  LLC; 0.0209 mL) y una solución de sulfóxido de  dimetilo 10 

(0.0315 mL; 5.0 equivalentes por molécula de anticu erpo) que 

contenía 10 mM del compuesto obtenido en el anterio r 

procedimiento 8 del Ejemplo 12 se le añadió a la mi sma y se 

incubó en un baño de agua a 15ºC durante 60 minutos  para 

conjugar el enlazador fármaco al anticuerpo.  A con tinuación, 15 

se añadió una solución acuosa (0.0050 mL) de NAC 10 0 mM 

(Sigma-Aldrich Co.  LLC) y se agitó mediante el uso  de un 

rotador de tubo (MTR-103, fabricado por AS ONE Corp oration) a 

temperatura ambiente durante otros 20 minutos a ter minar la 

reacción del enlazador de fármaco. 20 

  De acuerdo con los mismos procesos de purificació n 

y caracterizaciones físico-químicas que en el Proce dimiento 6 

del Ejemplo 1, se obtuvieron los siguientes valores  de 

características. 

  Concentración de anticuerpo: 1.46 mg/mL, 25 
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rendimiento de anticuerpo: 8.76 mg (88%), y número promedio 

de moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécu la de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común E (com o 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, E D, 

280  = 5178, E D, 370  = 20217): 2.5; y número promedio de 5 

moléculas de fármaco conjugadas (n) por molécula de  

anticuerpo medido por Procedimiento común F (como c oeficiente 

de absorción molar del enlazador de fármaco, E D, 280  = 5178): 

2.9. 

  Ejemplo 15 Conjugado anticuerpo-fármaco (15) 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

  Procedimiento 1: conjugado anticuerpo-fármaco (15 ) 

  Reducción del anticuerpo: U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 fue preparado para tener la  

concentración de anticuerpo de 10 mg/mL mediante la  

sustitución del medio con PBS6.0/EDTA usando el Pro cedimiento 25 
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común B y Procedimiento común C descritos en el Mét odo de 

Producción 1.  La solución (100 mL) se añadió a un matraz 

Erlenmeyer de policarbonato de 250 mL y se cargó co n una 

solución acuosa 1 M de fosfato ácido dipotásico (1. 70 mL) y 

después una solución acuosa de TCEP 10 mM (4.010 mL ; 6.0 5 

equivalentes por molécula de anticuerpo) a temperat ura 

ambiente con agitación usando un agitador magnético .  Después 

de confirmar que la solución tenía un pH de 7.0 +/-  0.1, se 

detuvo la agitación, y el enlace disulfuro en la pa rte de 

bisagra en el anticuerpo se redujo por incubación a  37ºC 10 

durante 1 hora. 

  Conjugación entre el anticuerpo y el enlazador de  

fármaco: Después de enfriar la solución anterior a 15°C, una 

solución de DMSO (6.684 mL; 10.0 equivalentes por m olécula de 

anticuerpo) que contenía 10 mM de compuesto obtenid o en el 15 

anterior Procedimiento 8 del Ejemplo 12 se añadió 

gradualmente con agitación.  La mezcla se agitó a 1 5ºC 

durante los primeros 30 minutos y, después de parar  la 

agitación, se incubó durante 1 hora más para conjug ar el 

enlazador fármaco al anticuerpo.  A continuación, u na 20 

solución acuosa (0.862 mL; 12.9 equivalentes por mo lécula de 

anticuerpo) se añadió de NAC 100 mM con agitación y  se incubó 

a temperatura ambiente durante 20 minutos para term inar la 

reacción de enlazador de fármaco sin reaccionar. 

  Purificación: Una solución en ácido acético acuos o 25 
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al 20% (aproximadamente 0.6 mL) y ABS (100 mL) se a ñadió 

gradualmente a la solución con agitación para ajust ar el pH 

de la solución a 5.5 +/- 0.1.  Esta solución se som etió a 

microfiltración (filtro de Millipore Corp. Millex-H V, 0.45 

um, membrana de PVDF) para eliminar la materia blan quecina.  5 

Esta solución se sometió a purificación de ultrafil tración 

usando un aparato de ultrafiltración constituido po r una 

membrana de ultrafiltración (Merck Japan, Ltd., Pel licon XL 

Cassette, Biomax 50 KDa), una bomba de tubo (Cole-P armer 

International, E.U.A., bomba MasterFlex modelo 7752 1-40, 10 

cabezal de bomba modelo 7518-00), y un tubo (Cole-P armer 

Internacional, U.S.A., tubo MasterFlex L/S16).  

Específicamente, mediante la adición gota a gota de  ABS (un 

total de 1600 mL) como una solución amortiguadora p ara la 

purificación de la solución de reacción, mientras s e llevaba 15 

a cabo la purificación de ultrafiltración, enlazado res de 

fármaco no conjugados y otros reactivos de bajo pes o 

molecular se retiraron mientras que la solución amo rtiguadora 

se sustituyó con ABS y además la solución se concen tró.  La 

solución purificada obtenida se sometió a microfilt ración 20 

(0.22 um (filtro Millipore Corp.  Millex-GV, membra na de 

PVDF) para producir 37.5 mL de una solución que con tenía el 

conjugado anticuerpo titulado-fármaco. 

  Concentración de anticuerpo: 26.5 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 993.0 mg (90%), número p romedio de 25 
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moléculas de fármaco conjugadas (n) por molécula de  

anticuerpo medido por el Procedimiento común E (com o 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se 

usaron E D, 280  = 5178 y E D, 370  = 20217): 6.3, y número promedio 

de moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécu la de 5 

anticuerpo medido por el Procedimiento común F (com o 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se 

usó E D, 280  = 5178): 7.3. 

  Ejemplo 16a conjugado anticuerpo-fármaco (16a) 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

  Procedimiento 1: conjugado anticuerpo-fármaco (16 a) 20 

  Reducción del anticuerpo: U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 fue preparado para tener la  

concentración de anticuerpo de 10 mg/mL mediante la  

sustitución del medio con PBS6.0/EDTA usando el Pro cedimiento 

B común y Procedimiento común C descritos en el Mét odo de 25 
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Producción 1.  La solución (15 mL) se añadió a un r ecipiente 

de tereftalato de polietileno de 50 mL y se cargó c on una 

solución acuosa 1 M de fosfato ácido dipotásico (0. 255 mL) y 

después una solución acuosa de TCEP 10 mM (0.601 mL ; 6.0 

equivalentes por molécula de anticuerpo) a temperat ura 5 

ambiente con agitación usando un agitador magnético .  Después 

de confirmar que la solución tenía un pH de 7.0 +/-  0.1, el 

enlace disulfuro en la parte de bisagra en el antic uerpo se 

redujo por incubación a 37ºC durante 2 horas. 

  Conjugación entre el anticuerpo y el enlazador de  10 

fármaco: Después de enfriar la solución anterior a 15°C, una 

solución de DMSO (1.002 mL; 10.0 equivalentes por m olécula de 

anticuerpo) que contenía 10 mM de compuesto obtenid o en el 

anterior Procedimiento 8 del Ejemplo 12 se añadió 

gradualmente con agitación.  La mezcla se agitó a 1 5ºC 15 

durante 30 minutos para conjugar el enlazador fárma co al 

anticuerpo.  A continuación, una solución acuosa (0 .129 mL; 

12.9 equivalentes por molécula de anticuerpo) de NA C 100 mM 

se añadió con agitación y se incubó a temperatura a mbiente 

durante 20 minutos para terminar la reacción de enl azador de 20 

fármaco sin reaccionar.  De acuerdo con los mismos procesos 

de purificación y caracterizaciones físico-químicas  que en el 

Procedimiento 6 del Ejemplo 1, se obtuvieron los si guientes 

valores característicos. 

  Concentración de anticuerpo: 2.36 mg/mL, 25 
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rendimiento de anticuerpo: 140 mg (59.5 mL) (94%), número 

promedio de moléculas de conjugado de fármaco (n) p or 

molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento común E 

(como coeficiente de absorción molar del enlazador de 

fármaco, se usaron E D, 280  = 5178 y E D, 370  = 20217): 6.4, y 5 

número promedio de moléculas de conjugado de fármac o (n) por 

molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento común F 

(como coeficiente de absorción molar del enlazador de 

fármaco, se usó E D, 280  = 5178): 7.7. 

  Ejemplo 16b conjugado anticuerpo-fármaco (16b) 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

  Reducción del anticuerpo: U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 fue preparado para tener la  

concentración de anticuerpo de 10 mg/mL mediante la  

sustitución del medio con PBS6.0/EDTA usando el Pro cedimiento 

común B y procedimiento común C descrito en el Méto do de 25 
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Producción 1.  La solución (900 mL) se añadió a un matraz 

Erlenmeyer de policarbonato de 2000 mL y se cargó c on una 

solución acuosa 1 M de fosfato ácido dipotásico (15 .3 mL) y 

después una solución acuosa de TCEP 10 mM (36.1 mL;  6.0 

equivalentes por molécula de anticuerpo) a temperat ura 5 

ambiente con agitación usando un agitador magnético .  Después 

de confirmar que la solución tenía un pH de 7.0 +/-  0.1, se 

detuvo la agitación, y el enlace disulfuro en la pa rte de 

bisagra en el anticuerpo se redujo por incubación a  37ºC 

durante 2 horas. 10 

  Conjugación entre el anticuerpo y el enlazador de  

fármaco: Después de enfriar la solución anterior a 15°C, una 

solución de DMSO (60.16 mL; 10.0 equivalentes por m olécula de 

anticuerpo) que contenía 10 mM del compuesto obteni do de 

Procedimiento 8 del Ejemplo 12 se añadió gradualmen te con 15 

agitación.  La mezcla se agitó a 15ºC durante 30 mi nutos para 

conjugar el enlazador de fármaco al anticuerpo.  A 

continuación, una solución acuosa (7.76 mL; 12.9 eq uivalentes 

por molécula de anticuerpo) de NAC 100 mM se añadió  con 

agitación y se incubó a temperatura ambiente durant e 20 20 

minutos para terminar la reacción de enlazador de f ármaco sin 

reaccionar. 

  Purificación: Una acuosa solución de ácido acétic o 

al 20% (aproximadamente 5 mL) y ABS (1000 mL) se añ adió 

gradualmente a la solución con agitación para ajust ar el pH 25 
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de la solución a 5.5 +/- 0.1.  Esta solución se som etió a 

microfiltración (Millipore Corp. Stericup, 0.45 um,  membrana 

de PVDF) para eliminar la materia blanquecina.  Est a solución 

se sometió a purificación de ultrafiltración usando  un 

aparato de ultrafi l tración constituido por una 5 

membrana de ultraf i l t ración (Merck Japan, Ltd., min i 

casete Pell icon 2, Ultracel 30 KDa, 0.1 m 2 ), una bomba 

de tubo (Cole-Parmer International, E.U.A., bomba 

MasterFlex modelo 7528-20, cabezal de bomba modelo 

77800-62) y un tubo (Cole-Parmer International, 10 

E.U.A., tubos Masterf lex L/S24 y 25).  

Específ icamente, mediante la adición gota a gota de  

ABS (un total de 16 L) como una solución 

amortiguadora para la purif icación de la solución d e 

reacción, mientras se l levaba a cabo la purif icació n 15 

de ultrafi l tración, enlazadores de fármaco no 

conjugados y otros reactivos de bajo peso molecular  

se ret iraron mientras la solución amortiguadora se 

sustituyó con ABS y además la solución se concentró  

para producir aproximadamente 500 mL de una solució n 20 

que contenía el conjugado anticuerpo titulado-

fármaco. 

  Concentración de anticuerpo: 19.66 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 9.830 mg (109%), y númer o 

promedio de moléculas de conjugado de fármaco (n) p or 25 
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molécula de anticuerpo medido por el Procedimiento 

común E (como coeficiente de absorción molar del 

enlazador de fármaco, se usaron E D,  280  = 5178 y E D,  370  

= 20217): 6.5. 

  Ejemplo 16c Conjugado anticuerpo-fármaco (16c) 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

  Mediante el uso de U1-59 producido en el 

Ejemplo de Referencia 1 y del compuesto obtenido en  

anterior Procedimiento 8 del Ejemplo 12, se obtuvo el 

conjugado anticuerpo ti tulado-fármaco de la misma 

manera que en el Ejemplo 16b. 20 

  Concentración de anticuerpo: 16.21 mg/mL, 

rendimiento de anticuerpo: 9.726 mg (600 mL, 108%),  y 

número promedio de moléculas de conjugado de fármac o 

(n) por molécula de anticuerpo medido por el 

Procedimiento común E (como coeficiente de absorció n 25 



 308

molar del enlazador de fármaco, se usaron E D,  280  = 

5178 y E D,  370  = 20217): 6.5. 

  Ejemplo 16d Conjugado anticuerpo-fármaco (16d) 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

  Los conjugados anticuerpo-fármaco (16a) (16b), y 

(16c) producidos en los Ejemplos 16a, 16b, y 16c, 15 

respectivamente, se mezclaron (un total de aproxima damente 18 

g) y sometieron más a ultrafiltración de la misma m anera que 

en el Ejemplo 16b (se usaron 11 L de ABS).  La solu ción 

purificada obtenida se sometió a microfiltración (M illipore 

Corp. Stericup, 0.45 um y 0.22 um, membrana de PVDF ) para 20 

producir 745 mL de una solución que contenía el con jugado 

anticuerpo titulado-fármaco.  Mediante la adición d e otros 

110 mL de ABS, se obtuvieron 855 mL de una solución  que 

contenía el conjugado anticuerpo titulado-fármaco. 

  Concentración de anticuerpo: 20.0 mg/mL, 25 
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rendimiento de anticuerpo: 17.1 g (94%), número pro medio de 

moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécula de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común E (com o 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se 

usaron E D, 280  = 5178 y E D, 370  = 20217): 6.5, y número promedio 5 

de moléculas de conjugado de fármaco (n) por molécu la de 

anticuerpo medido por el Procedimiento común F (com o 

coeficiente de absorción molar del enlazador de fár maco, se 

usaron E D, 280  = 5178): 7.8. 

  Ejemplo de prueba 1 afinidad de unión a HER3 de 10 

conjugado anticuerpo-fármaco en comparación con U1- 59 

  Método: 

  Una línea celular de cáncer de mama humano HCC156 9 

(CRL-2330) de la ATCC se cultivó en un medio RPMI16 40 

(adquirido de Invitrogen Corp., que contenía 10% de  albúmina 15 

de suero bovino (fabricado por Invitrogen Corp.) y 2 mM de L-

glutamina (fabricada por Invitrogen Corp.)).  Las c élulas se 

disociaron de la placa de cultivo usando ACCUTASE ( R) 

SOLUTION (Millipore Corp., SCR005) o EDTA (5 mM, am ortiguador 

de fosfato salino (PBS, cloruro de sodio 137 mM, cl oruro de 20 

potasio 2.7 mM, fosfato diácido de potasio 1.47 mM,  y fosfato 

diácido disódico 10.5 mM)), y el número de células vivas se 

midió mediante tratamiento con azul de tripano.  Lo s mismos 

números de células suspendidas en una célula activa da por 

fluorescencia (FACS) de amortiguador (PBS que conte nía 3% de 25 
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FBS y azida de sodio al 0.004%) se inocularon en pl acas de 96 

pocillos de fondo en U, y las células se precipitar on por 

centrifugación y se suspendieron en 100 uL de una d ilución 

enfriada con hielo de anticuerpo o conjugado anticu erpo-

fármaco o amortiguador FACS. 5 

  El anticuerpo o cada conjugado anticuerpo-fármaco  

se diluyó en serie en una proporción de 1/3 con un 

amortiguador de FACS y se ajustó a 30 ug/mL a 5 ng/ mL (200 nM 

a 0.03 nM).  Las células tratadas con un amortiguad or de FACS 

sin la adición de un anticuerpo primario se usaron como grupo 10 

de control. 

  U1-59, el conjugado anticuerpo-fármaco (3), el 

conjugado anticuerpo-fármaco (10), o el conjugado a nticuerpo-

fármaco (13) se evaluó como el anticuerpo o los con jugados de 

anticuerpo-fármaco. 15 

  Se hicieron reaccionar las células de cada grupo 

con una dilución de anticuerpo primario durante 45 minutos en 

hielo y después se lavaron con un amortiguador de F ACS.  

Además, 100 uL de un amortiguador FACS o una soluci ón de 

reacción de un anticuerpo secundario diluida 1/100 20 

(ficoeritrina (PE)- anticuerpo anti humano acoplado , Dianova 

GmbH # 709-116-149) se añadió a la misma.  Las célu las se 

trataron durante 45 minutos en hielo en la oscurida d y 

después se lavaron con un amortiguador de FACS, y l as células 

muertas se excluyeron usando un amortiguador FACS o  un 25 
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amortiguador FACS suplementado con 7-aminoactinomic ina D 

(7AAD, Sigma-Aldrich Co.  LLC, # A9400, 1.1 ug/mL).  

  Las señales de fluorescencia de las células vivas  

fueron evaluadas usando citómetro de flujo Accuri C 6 (BD 

Biosciences/Accuri (R) Cytometers Inc., número de s erie 1424) 5 

y software Cflow (muestreador Cflow versión 1.0.264 .13). 

  Para la corrección de las señales derivadas de PE  y 

7-AAD, se evaluaron las señales de fluorescencia de  U1-59 (30 

ug/mL) y las células teñidas con el anticuerpo secu ndario 

marcado con PE o 7-AAD. 10 

  Para cuantificar las señales de fluorescencia 

específicas de U1-59 en las células, se usaron los valores 

obtenidos por la resta de las señales FL-2 de las c élulas 

tratadas sólo con el anticuerpo secundario o 7-AAD.   La 

afinidad de unión de equilibrio (KD) y la fuerza de  unión 15 

máxima (Bmax) se calcularon usando software GraphPa d Prism 

(versión 5.04 para Windows (R) (unión específica de  un 

sitio)). 

  Los resultados se muestran en la Figura 3 y en la  

Tabla 1.  La Figura 3 y la Tabla 1 muestran la inte nsidad de 20 

fluorescencia media de HCC1569 tratado con dilucion es en 

serie de U1-59 o cada conjugado anticuerpo-fármaco.   La 

afinidad de unión en equilibrio KD y la fuerza de u nión 

máxima Bmax se calcularon usando software GraphPad Prism. 

 25 
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 U1- 59 Conjugado 

anticuerpo

-fármaco 

(3) 

Conjugado 

anticuerpo-

fármaco 

(10) 

Conjugado 

anticuerpo

-fármaco 

(13) 

Bmax 31830 28981 28841 28415 

Kd (nM)  4.672 1.653 1.554 2.757 

 

  Tabla 1 

 

 

 

 5 

 

 

 

  El conjugado anticuerpo-fármaco (3) o el conjugad o 

anticuerpo-fármaco (10) exhibieron afinidad de unió n promedio 10 

KD para HCC-1569 equivalente a KD del anticuerpo an ti-HER3 no 

conjugado U1-59.  El conjugado anticuerpo-fármaco ( 13) 

también mostró afinidad de unión promedio KD equiva lente a KD 

del anticuerpo anti-HER3 no conjugado U1-59 (2.7 nM  vs. 1.6 

nM).  Los valores KD de los diferentes conjugados a nticuerpo-15 

fármaco sugirieron que los procesos de conjugación 

anticuerpo-fármaco no afectan significativamente la  afinidad 

de unión de U1-59. 

  Ejemplo de Ensayo 2 Inhibición de la señal de HER 3 

por conjugado anticuerpo-fármaco anti-HER3 20 

  Método: 

  Una línea celular de cáncer de pulmón A549 humano  

(CRS-300114) de Cell Lines Service se disoció por t ratamiento 

con tripsina, y 50,000 células vivas se inocularon a 3 mL de 

DMEM/F12 (Invitrogen Corp., # 21331-020) + 10% de F BS 25 
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(Invitrogen Corp., # 10270-106) en cada uno de 6 po cillos.  

Después de cultivar las células durante 3 días, el medio se 

reemplazó con 2 mL de un medio fresco. 

  El anticuerpo o cada conjugado anticuerpo-fármaco  

se añadió directamente a 2 mL de un medio en cada u no de los 5 

6 pocillos de manera que la concentración final fue ra de 10 

ug/mL (se añadieron 20 ul de una solución madre de 1 ug/uL de 

anticuerpo o conjugado anticuerpo-fármaco). 

  U1-59, el conjugado anticuerpo-fármaco (3), el 

conjugado anticuerpo-fármaco (10), o el conjugado a nticuerpo-10 

fármaco (13) se usó como el anticuerpo o el conjuga do 

anticuerpo-fármaco.  Un grupo no tratado se usó com o control. 

  Las células se cultivaron durante 2 días, se 

lavaron una vez con PBS, y se trataron con 100 uL d e un 

amortiguador enfriado con hielo (50 mM de ácido 4-( 2-15 

hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico (HEPES), pH 7.5, 

cloruro de sodio 150 mM, 1 mM de ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA), 12.5% de glicerin a, 1% de 

Triton X-100, y 10 mM de pirofosfato de sodio tetra básico 

suplementado con inhibidores de proteinasa (Roche 20 

Diagnostics, Inc., # 11697 498 001), fluoruro de so dio 10 mM, 

vanadato de sodio 1 mM, fenil-metano-sulfonil-fluor uro 1 mM 

(PMSF), y 10 ug/mL de aprotinina (Sigma-Aldrich Co.  LLC, 

A1153)) durante 30 minutos a 4ºC para la lisis.  El  lisado se 

lavó durante 20 minutos a 13000 rpm a 4ºC, y el sob renadante 25 
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se usó en la proteína de medición de concentración por el 

ensayo de Bradford (Sigma-Aldrich Co. LLC, # B6916,  el 

estándar BSA fue de Thermo Fisher Scientific Inc., # 23209).  

Para cada muestra (cantidad de proteínas: 120 ug), se añadió 

una concentración de 4 veces de un amortiguador de LDS 5 

(Invitrogen Corp., que contenía DTT (concentración final: 

166.67 mM)), y su volumen se ajustó finalmente a 40  uL con 

agua.  La muestra se hirvió durante 10 minutos a 70 ºC y se 

añadió a los pocillos de gel NuPage Mini Bis-Tris ( 4% -12%, 

1.5 mm de espesor, 10 ranuras/gel, Invitrogen Corp. ).  Como 10 

patrones de proteína, 7.5 uL de escalera afilada No vex (R) 

(Invitrogen Corp.  P/N 57318) fueron añadidos.  La muestra se 

sometió a electroforesis durante 70 minutos a 175 V  con 1 x 

de amortiguador de ejecución MOPS (Invitrogen Corp. ) que 

contenía antioxidante NuPage (Invitrogen Corp., NP0 005, Lote 15 

1356629 añadido a la cámara interna.  Las proteínas  separadas 

por electroforesis en gel se transfirieron a una me mbrana de 

nitrocelulosa (GE Healthcare Life Sciences) que ten ía un 

tamaño de poro de 0.45 um usando amortiguador de 

transferencia NuPage (Invitrogen Corp.) que contení a 10% de 20 

metanol y antioxidante NuPage (Invitrogen Corp., NP 0005, Lote 

1356629, dilución 1: 1000).  Las proteínas se trans firieron 

durante 80 minutos en un volumen constante de 30 V.  

  Se cortó la membrana de transferencia, se separó en 

fracciones de 100 kDa o mayores y 30 a 100 kDa, se lavó dos 25 
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veces con PBS que contenía 0.1% de Tween-20, y se b loqueó por 

agitación durante 1 hora a temperatura ambiente con  solución 

de bloqueo Odyssey (LI-COR, Inc., # 927-40000).  La  membrana 

de transferencia de este modo bloqueada se trató du rante la 

noche a 4ºC con una solución de un anticuerpo prima rio 5 

diluida (mezcla de solución de bloqueo Odyssey y PB S en 

cantidades iguales). 

  Un anticuerpo anti-HER3 (Santa Cruz Biotechnology , 

Inc., SC-81455, dilución 1:500) y un anticuerpo ant i-HER 

fosforilado (Cell Signaling Technology, Inc., # 479 1, 1:1000) 10 

se usaron como el anticuerpo primario, y un anticue rpo anti-

actina (Neomarkers, #MS1295, dilución 1:3333) se us ó como un 

control de electroforesis. 

  La membrana de transferencia se lavó tres veces ( 5 

minutos para cada uno) con PBS que contenía 0.1% de  Tween-20 15 

y se hizo reaccionar con una dilución que contenía un 

anticuerpo secundario (mezcla de solución de bloque o Odyssey 

y PBS en cantidades iguales) durante 1 hora a tempe ratura 

ambiente en una cuarto oscuro. 

  Se usó IRDye 680RD anti-ratón de cabra (LI-COR, 20 

Inc., # 926-68070, dilución 1:25000) o tinte IR de anti-

conejo de cabra 800CW (LI-COR, Inc., # 926-32211, d ilución 

1:10000) como el anticuerpo secundario.  La membran a de 

transferencia se lavó tres veces (6 minutos para ca da uno) 

con PBS que contenía Tween-20 0.1%, seguida por det ección de 25 
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la señal usando formador de imágenes de infrarrojos  Odyssey 

(LI-COR, Inc.). 

  Los resultados se muestran en la Figura 4.  Las 

células A549 se cultivaron durante 2 días con U1-59  o 

diferentes conjugados anticuerpo-fármaco.  HER3 o H ER3 5 

fosforilado se evaluó por Western Blot.  pan-Actina  se 

detectó como un control de electroforesis. 

  Como resultado del cultivo de A549 durante 2 días  

con 10 ug/mL de U1-59 o conjugado anticuerpo-fármac o, la 

fosforilación de HER3 se redujo en comparación con las 10 

células no tratadas.  Esta reducción en la fosforil ación de 

HER3 fue equivalente entre U1-59 y el conjugado ant icuerpo-

fármaco, lo que sugiere que una pluralidad de proce sos de 

conjugación de fármaco no afectó una función de inh ibición de 

señales derivada de HER3 U1-59. 15 

  Cuando A549 se trató con U1-59 o cada conjugado 

anticuerpo-fármaco durante 2 días, la reducción en la 

expresión de HER3 se observó también en comparación  con las 

células no tratadas.  El grado de esta reducción en  la 

expresión era equivalente entre U1-59 y el conjugad o 20 

anticuerpo-fármaco.  Esto sugiere que una pluralida d de 

procesos de conjugación de fármaco no afectó la 

internalización mediada por U1-59 (ver Ejemplo de p rueba con 

respecto a la internalización) y regulación a la ba ja 

inducida por U1-59 (véase el Ejemplo de prueba resp ecto a la 25 
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inhibición de la señal). 

  Ejemplo de prueba 3 Reducción de la expresión de 

HER3 en la superficie celular por U1-59 y el conjug ado 

anticuerpo-fármaco 

  Método: 5 

  La internalización de HER3 por U1-59 y cada 

conjugado anticuerpo-fármaco se evaluó mediante cit ometría de 

flujo.  70,000 células vivas de HCC1569 (de ATCC) s e 

suspendieron en 0.5 mL de RPMI 1640 (Invitrogen Cor p., # 

31870-025) (que contenía 10% de SFB (Invitrogen Cor p., # 10 

10270-106 o PAN Biotech GmbH, # 1505-P131304) y glu tamina 2 

mM (Invitrogen Corp., # 25030-024)) y se inocularon  a cada 

pocillo de una placa de 24 pocillos.  Las células s e 

cultivaron durante 4 días, y el medio se reemplazó con 0.5 mL 

de un medio fresco antes del inicio de la prueba de  15 

internalización.  Cinco microgramos del anticuerpo o cada 

conjugado anticuerpo-fármaco se añadieron a 0.5 mL en cada 

pocillo de la placa de 24 pocillos de manera que la  

concentración final fuera de 10 ug/mL.  Las células  se 

cultivaron durante 1 hora a 37ºC en presencia del a nticuerpo 20 

o el conjugado anticuerpo-fármaco.  U1-59, el conju gado 

anticuerpo-fármaco (3), el conjugado anticuerpo-fár maco (10), 

o el conjugado anticuerpo-fármaco (13) se usó como el 

anticuerpo o el conjugado anticuerpo-fármaco.  Las células 

como control positivo o control negativo no se trat aron en 25 
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algunos procedimientos. 

  Para análisis de citometría de flujo, las células  

se lavaron una vez con PBS y se disociaron de la pl aca usando 

mM de EDTA 5 (100 uL/pocillo) disuelto en ACCUTASE (R) 

SOLUTION (Millipore Corp., SCR005) o PBS.  Las célu las se 5 

suspendieron en 200 uL de un amortiguador de FACS e nfriado 

con hielo (PBS que contenía 3% de FBS y azida de so dio al 

0.004%), luego se añadieron a cada pocillo de una p laca de 96 

pocillos de fondo en U, y se dejaron en hielo.  Las  células 

se lavaron una vez con un amortiguador de FACS.  Pa ra cada 10 

muestra, se añadieron 100 uL de U1-59 (10 ug/mL) di luido con 

un amortiguador de FACS o solamente un amortiguador  FACS.  

Las células se trataron durante 45 minutos con agit ación en 

hielo y después se lavaron con un amortiguador de F ACS, y 100 

uL de un anticuerpo anti-humano de anticuerpo secun dario 15 

marcado con PE (Dianova GmbH, 709-116-149) disuelto  en una 

proporción de 1:100 en un amortiguador de FACS, o s olamente 

un amortiguador de FACS, se añadió a cada pocillo.  Las 

células se trataron durante 45 minutos en un cuarto  oscuro 

con agitación en hielo.  Las células se lavaron con  un 20 

amortiguador de FACS y se trataron con un amortigua dor de 

FACS o un amortiguador de FACS que contenía 7AAD (S igma-

Aldrich Co. LLC, A9400. 1.1 ug a 1.25 ug/mL) para l a tinción 

de las células muertas.  Las señales de fluorescenc ia de las 

células vivas se midieron usando citómetro de flujo  Accuri C6 25 
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.  Para la corrección de las señales de PE y 7-AAD,  se usaron 

U1-59 (10 ug/mL) y las células teñidas con sólo el anticuerpo 

secundario marcado con PE o 7-AAD. 

  Para cuantificar las señales específicas de HER3,  

los valores de las células teñidas con sólo el anti cuerpo 5 

secundario o 7-AAD se restaron de los valores FL-2 de las 

células teñidas con el anticuerpo primario y el ant icuerpo 

secundario, y más 7-AAD. 

  Cuando las señales FL-2 de las células no tratada s 

con U1-59 o el conjugado anticuerpo-fármaco (sin 10 

internalización) se definieron como el valor máximo , se 

calculó la reducción de HER3 (internalización) en l a 

superficie de las células tratadas con U1-59 o el c onjugado 

anticuerpo-fármaco a 37ºC. 

  Un valor medio calculado a partir de 2 a 3 pocill os 15 

se usó para el control positivo (sin tratamiento a 37ºC) y el 

control negativo (sin la adición del anticuerpo pri mario), y 

se cuantificó la internalización en los pocillos de  cada 

grupo de tratamiento. 

  Los resultados se muestran en la Figura 5.  Este 20 

diagrama muestra un valor medio de reducción en la expresión 

HER3 en la superficie de las células HCC1569 tratad as con U1-

59 o cada conjugado anticuerpo-fármaco (37°C, 1 hr) .  La 

expresión de HER3 de un grupo sin la adición de U1- 59 o el 

conjugado anticuerpo-fármaco se define como el valo r máximo 25 
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de la expresión de HER3 en las células.  Los valore s de los 

grupos tratados con sólo el anticuerpo secundario o  7-AAD se 

usaron como fondos.  Los grupos tratados con U1-59 o cada 

conjugado anticuerpo-fármaco durante 1 hora se usar on como 

grupos de tratamiento.  Los valores de FL-2 fueron casi los 5 

mismos entre U1-59 y el conjugado anticuerpo-fármac o. 

  La reducción de la fluorescencia generada causada  

por el tratamiento de HCC-1569 con U1-59 o cada con jugado 

anticuerpo-fármaco indica reducción en la expresión  de HER3.  

En comparación con una reducción de aproximadamente  50% en la 10 

expresión de HER3 por U1-59, la reducción en la exp resión de 

HER3 por cada conjugado anticuerpo-fármaco también exhibió un 

valor equivalente o superior a ella, lo que sugiere  que los 

procesos de conjugación a fármaco del anticuerpo no  afectaron 

negativamente la función del internalización a HER3  del 15 

anticuerpo. 

  Ejemplo de prueba 4 Inhibición de la señal 

mitogénica o de supervivencia in vitro por conjugado 

anticuerpo-fármaco HER3 en la línea celular de cánc er humano 

  Método: 20 

  La actividad inhibidora de cada conjugado 

anticuerpo-fármaco HER3 contra señales mitogénicas o de 

supervivencia se midió en presencia de 10% de FBS.  El 

crecimiento y desarrollo de las células se evaluó m ediante la 

medición de la actividad de trifosfato de adenosina  (ATP) en 25 
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los grupos tratados con conjugados no tratados y an ticuerpo-

fármaco.  Líneas celulares de cáncer adherentes (lí nea 

celular de cáncer de mama humano HCC1569 (CRL-2330)  a partir 

de ATCC, línea celular de cáncer de mama humano MDA -MB-453 

(CLB-22) a partir de ATCC, y línea celular de cánce r 5 

colorrectal humano HT-29 (CPQ-57 ) de ProQinase Gmb H) se 

cultivaron en sistemas de cultivo 2D, y las líneas celulares 

de cáncer flotantes (no adherentes) (línea celular de 

melanoma humano A375 (CRL-1619) a partir de ATCC y línea 

celular de cáncer de pulmón humano A549 (CRS-300114 ) a partir 10 

de Cell Line Service) se cultivaron en sistemas de cultivo 

3D. 

  Tratamiento de células adherentes 

  Cada línea celular de cáncer se suspendió en 100 uL 

de cada medio a una densidad baja (500 células/poci llo para 15 

HT-29, 800 células/pocillo para MDA-MB-453, y 1000 

células/pocillo para HCC-1569) y se inoculó a placa  inferior 

óptica de 96 micropocillos (Thermo Fisher Scientifi c 

Inc./Nunc, # 165306, pared blanca y fondo transpare nte).  En 

cuanto a HCC-1569 y MDA-MB-453, las células se cult ivaron en 20 

un medio RPMI1640 (Invitrogen Corp., 31870-025) que  contenía 

10% de SFB (Invitrogen Corp., 10270-106) y glutamin a 2 mM 

(Invitrogen Corp., 25030-024).  En cuanto a HT-29, las 

células se cultivaron en medio 5A de McCoy una (Inv itrogen 

Corp., 26600-023) que contenía 10% de SFB (Invitrog en Corp., 25 
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10270-106) y glutamina 2 mM (Invitrogen Corp., 2503 0-024).  

Los pozos de borde de cada placa se llenaron con 10 0 uL de un 

medio. 

  Las células se cultivaron durante 3 días, y el 

medio se reemplazó con 95 uL de un medio fresco ant es del 5 

tratamiento con conjugado anticuerpo-fármaco. 

  Se usaron el conjugado anticuerpo-fármaco (3), el  

conjugado anticuerpo-fármaco (10), y el conjugado a nticuerpo-

fármaco (13).  Un grupo no tratado se fijó como con trol para 

medir el crecimiento celular normal. 10 

  Mediante la adición de 5 ul de cada conjugado 

anticuerpo-fármaco concentrado en una concentración  de 20 

veces a 95 uL de un medio de cultivo (10% FBS) cont enido en 

cada pocillo de la placa de 96 pocillos, se estable ció la 

concentración final.  Sólo se añadieron 5 uL de un medio a 15 

cada pocillo de control.  El ensayo se realizó por triplicado 

por muestra. 

  Con el fin de calcular la concentración del 

conjugado anticuerpo-fármaco en el que el crecimien to o la 

supervivencia de las células se redujo en un 50%, l as 20 

concentraciones del conjugado anticuerpo-fármaco se  

prepararon por diluciones 4 veces (10 ug/mL a 0.15 ng/mL o 40 

ug/mL a 0.15 ng/mL), y las células se trataron con estas 

concentraciones del conjugado anticuerpo-fármaco y se 

compararon con el grupo no tratado en términos de a ctividad 25 
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ATP.  La evaluación se realizó por cultivo de 5 día s de HT-29 

y cultivo de 7 días de HCC-1569 y MDA-MB-453 así 

complementado con el conjugado anticuerpo-fármaco.  Se usó el 

ensayo de viabilidad de células luminiscente CellTi ter-Glo 

(R) para evaluar la actividad del conjugado anticue rpo-5 

fármaco.  Este método implica la medición de las cé lulas 

vivas que tienen actividad metabólica sobre la base  de la 

actividad de ATP y, finalmente, la estimación del n úmero de 

células vivas y empleó CellTiter-Glo (R) Luminiscen t Cell 

(Promega K.K., G7573) en forma de un kit. 10 

  Cien microlitros de reactivo CellTiter-Glo (R) se  

añadieron a cada pocillo de la placa de 96 pocillos  y se 

almacenó durante 25 minutos a 65 minutos a temperat ura 

ambiente en un cuarto oscuro antes de la medición u sando 

Wallac Victor2 1420 Multilabel Counter (programa 15 

luminiscencia, tiempo de medición: 0.5 s).  Los poc illos que 

contenían sólo una solución de cultivo sin la inocu lación de 

las células se ensayaron como espacios en blanco.  Con el fin 

de medir la reducción en la actividad de ATP, un va lor medio 

de luminiscencia de 3 pocillos se calculó en cada c ondición 20 

(Microsoft Excel 2010).  Con el fin de eliminar las  señales 

de células independientes, el valor medio de lumini scencia de 

los espacios en blanco se restó del valor medio de la 

luminiscencia de las células tratadas con el conjug ado 

anticuerpo-fármaco (Microsoft Excel 2010).  La tasa  de 25 
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reducción (%) en la luminiscencia se calculó por co mparación 

con las células del grupo no tratado (Microsoft Exc el 2010).  

Este valor se interpreta como la tasa de inhibición  (%) del 

crecimiento celular o la supervivencia. 

  Tratamiento de células flotantes 5 

  Ya que A375 y A549 tienen una tasa de crecimiento  

más rápida que la de otras líneas de células, la me dición de 

crecimiento se llevó a cabo en sistemas de cultivo 3D no 

adherentes. 

  Cada línea celular de cáncer se suspendió en 75 u L 10 

de cada medio a una densidad baja (500 células/poci llo para 

A375 y 1500 células/pocillo para A549) y se inocula ron a una 

placa de cultivo 3D no adherente de fondo redondo d e 96 

pocillos (Prime Surface 96U; Sumitomo Bakelite Co.,  Ltd.; nº 

de pedido MS-9096U).  En cuanto a A375, las células  se 15 

cultivaron en un medio DMEM (Invitrogen Corp., 4196 5-039) que 

contenía 10% de SFB (Invitrogen Corp., 10270-106) y  glutamina 

2 mM (Invitrogen Corp., 25.030-024).  En cuanto a A 549, las 

células se cultivaron en un medio DMEM/F12 (Invitro gen Corp., 

21331-020) que contenía 10% de SFB (Invitrogen Corp ., 10270-20 

106) y glutamina 2 mM (Invitrogen Corp., 25.030-024 ).  Los 

pozos de borde de cada placa se llenaron con 150 uL  de un 

medio.  Las células se cultivaron durante 3 días, y  la dosis 

final se ajustó a 142.5 uL o 150 uL mediante la adi ción de 

67.5 ó 75 uL de un medio fresco antes de la adición  de 25 
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conjugado anticuerpo-fármaco.  Se usaron el conjuga do 

anticuerpo-fármaco (3), el conjugado anticuerpo-fár maco (10), 

y el conjugado anticuerpo-fármaco (13).  Un grupo n o tratado 

se fijó como control para medir el crecimiento celu lar 

normal. 5 

  Mediante la adición de 7.5 o 8 uL de cada conjuga do 

anticuerpo-fármaco concentrado en una concentración  de 20 

veces a 142.5 ó 150 uL de un medio de cultivo (10% FBS) 

contenido en cada pocillo de la placa de 96 pocillo s, se 

estableció la concentración final.  La dosis final se 10 

estableció en 150 ul o 158 ul.  Sólo 7.5 o 8 uL de un medio 

se añadieron a cada pocillo de control.  El ensayo se realizó 

por triplicado por muestra. 

  Con el fin de calcular la concentración del 

conjugado anticuerpo-fármaco en el que el crecimien to o la 15 

supervivencia de las células se redujo en un 50%, l as 

concentraciones del conjugado anticuerpo-fármaco se  

prepararon por diluciones 4 veces (10 ug/mL a 0.15 ng/mL o 40 

ug/mL a 0.15 ng/mL), y las células se trataron con estas 

concentraciones del conjugado anticuerpo-fármaco y se 20 

compararon con el grupo no tratado en términos de a ctividad 

ATP.  La evaluación se llevó a cabo mediante el cul tivo de 7 

días de las células así suplementadas con el conjug ado 

anticuerpo-fármaco.  Se usó el ensayo de viabilidad  de 

células luminiscente CellTiter-Glo (R) para evaluar  la 25 
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actividad del conjugado anticuerpo-fármaco.  Este m étodo 

implica la medición de las células vivas que tienen  actividad 

metabólica sobre la base de la actividad de ATP y, 

finalmente, la estimación del número de células viv as y 

empleó CellTiter-Glo (R) Luminiscent Cell (Promega K.K., 5 

G7573) en forma de un kit. 

  Antes de la medición, 50 uL del medio se retiraro n 

de cada pocillo, y se añadió 100 uL de reactivo Cel lTiter-Glo 

(R) a cada pocillo de la placa de 96 pocillos y se almacenó 

durante 30 minutos a 55 minutos a temperatura ambie nte en un 10 

cuarto oscuro antes de la medición usando Wallac Vi ctor2 1420 

Multilabel Counter (luminiscencia programa, tiempo de 

medición: 0.5 s).  Antes de la medición, 180 uL se recogió de 

cada pocillo y se transfirió a la placa blanca medi ble de 

fondo óptico de 96 micropocillos.  Los pocillos que  contenían 15 

sólo una solución de cultivo sin la inoculación de las 

células se ensayaron como espacios en blanco.  El m étodo para 

calcular la concentración del conjugado anticuerpo- fármaco en 

el que el crecimiento o la supervivencia de las cél ulas 

fueron inhibidos por 50% se describe en el método d e 20 

evaluación en cuanto a las células adherentes. 

  Los resultados sobre las líneas de cáncer de mama  

humano HCC1569 y MDA-MB453 se muestran en las Figur as 6A - 

7B, respectivamente.  Los resultados sobre la línea  de 

melanoma humano A375 se muestran en las Figuras 8A- 8B.  Los 25 
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resultados sobre la línea de cáncer colorrectal hum ano HT29 

se muestran en las Figuras 9A-9B.  Los resultados s obre la 

línea de cáncer de pulmón humano A549 se muestran e n las 

Figuras 10A-10B.  Una de cada figura muestra celula r 

crecimiento o la supervivencia derivado del conjuga do 5 

anticuerpo-fármaco en presencia de 10% de FBS.  La ordenada 

representa un valor que indica la actividad de lumi niscencia 

ATP de cada muestra.  La abscisa representa la conc entración 

de cada conjugado anticuerpo-fármaco.  Los datos se  indican 

por media +/- desviación estándar de triplicados.  B de cada 10 

figura muestra el porcentaje de reducción en la lum iniscencia 

causada por el tratamiento conjugado anticuerpo-fár maco 

cuando la luminiscencia de un grupo no tratado se d efinió 

como 100%. 

  Se añadieron tres tipos de conjugados anticuerpo-15 

fármaco a diversas líneas celulares de cáncer human o en 

presencia de 10% de FBS y se evaluaron para el crec imiento in 

vitro en los sistemas de 2D o 3D.  La tasa de inhibición  del 

crecimiento celular o el desarrollo en el grupo no tratado o 

por cada conjugado anticuerpo-fármaco se calculó a partir del 20 

ensayo CellTiter-Glo (R) de la actividad ATP.  En l a 

evaluación de la actividad ATP, estos conjugados an ticuerpo-

fármaco inhibieron fuertemente el crecimiento celul ar o la 

supervivencia de dos tipos de líneas de células de cáncer de 

mama (HCC-1569 y MDA-MB-453) y un tipo de línea de melanoma 25 
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humano (A375). 

  La adición de cada conjugado anticuerpo-fármaco y  

el cultivo (en presencia de 10% de FBS) durante 7 d ías reduce 

la actividad de ATP por 55 a 75% en HCC1569, por 60  a 83% en 

MDA-MB-453, y por 60 a 70% en A375.  La actividad i nhibidora 5 

del conjugado anticuerpo-fármaco contra el crecimie nto 

celular o la supervivencia no fue fuerte en la líne a de 

cáncer colorrectal humano HT-29 y la línea A549 de cáncer de 

pulmón humano en comparación con las líneas de cánc er de mama 

humano y melanoma humano.  En HCC-1569 y MDA-MB-453 , el 10 

conjugado anticuerpo-fármaco (10) exhibió una fuert e 

actividad inhibidora, que no difiere en gran medida  de la 

actividad inhibidora del conjugado anticuerpo-fárma co (3) in 

vitro.  Por el contrario, en las dos líneas de cáncer de  mama 

humano, el conjugado anticuerpo-fármaco (13) exhibi ó una baja 15 

actividad y requiere una concentración de 15 nM par a alcanzar 

una inhibición del 50% del crecimiento celular o la  

supervivencia, aunque el conjugado anticuerpo-fárma co (3) o 

el conjugado anticuerpo-fármaco (10) logra esta inh ibición a 

1 nM o más bajos.  En la línea de melanoma humano e n 20 

comparación con las líneas de cáncer de mama humano , la 

actividad del conjugado anticuerpo-fármaco (13) fue  

equivalente a la del conjugado anticuerpo-fármaco ( 3) o el 

conjugado anticuerpo-fármaco (10). 

  Todos los conjugados anticuerpo-fármaco soportaro n 25 
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una tasa máxima de inhibición del orden de 61-68%.  Los 

conjugados anticuerpo-fármaco consiguen una inhibic ión del 

50% de la actividad ATP a una concentración de 1 a 4 nM. 

  Además de la prueba anterior, la actividad 

inhibidora del conjugado anticuerpo-fármaco (13) co ntra el 5 

crecimiento celular o supervivencia de una línea ce lular de 

cáncer de ovario humano OVCAR-8 también se confirmó  in vitro 

(datos no mostrados). 

  Ejemplo de prueba 5 Comparación de la tasa de 

inhibición del crecimiento o supervivencia in vitro de 10 

células de la línea celular de cáncer humano en fun ción del 

número de moléculas de fármaco (altas o medias) car gadas en 

el conjugado anticuerpo-fármaco 

  Método: 

  Se evaluaron conjugados de anticuerpo-fármaco que  15 

difieren en el número de moléculas de fármaco carga do para la 

actividad inhibidora in vitro contra el crecimiento o la 

supervivencia celular.  La alta carga de fármaco re presenta 

el estado en el que 5 a 7 moléculas de fármaco se c onjugan 

con un anticuerpo, y la carga media de fármaco repr esenta el 20 

estado donde alrededor de 3 moléculas de fármaco es tán 

conjugadas con un anticuerpo.  El número promedio d e 

moléculas de fármaco conjugadas con un anticuerpo s e midió 

por el método UV (descrito en otras partes de la pr esente 

invención). 25 
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  El número promedio de moléculas de fármaco 

conjugado con un anticuerpo: 

  Alta carga de fármaco <HDL> 

   Conjugado anticuerpo-fármaco (3): 4.9 

   Conjugado anticuerpo-fármaco (10): 6.2 5 

   Conjugado anticuerpo-fármaco (13): 6.2 

  Media carga de fármaco <MDL> 

   Conjugado anticuerpo-fármaco (4): 2.9 

   Conjugado anticuerpo-fármaco (11): 3.0 

   Conjugado anticuerpo-fármaco (14): 2.5 10 

  La actividad inhibidora de cada conjugado 

anticuerpo-fármaco HER3 contra señales mitogénicas o de 

supervivencia se midió en presencia de 10% de FBS.  El 

crecimiento y desarrollo de las células se evaluó m ediante la 

medición de la actividad de trifosfato de adenosina  (ATP) en 15 

los grupos tratados con conjugados no tratados y an ticuerpo-

fármaco.  La línea celular de cáncer se suspendió e n 100 uL 

de cada medio a una densidad baja (750 células/poci llo para 

una línea celular humana de cáncer de mama MDA-MB-4 53 (CLB-

22)) a partir de ATCC) y se inocularon a placa blan ca de 20 

fondo óptico de 96 micropocillos (Thermo Fisher Sci entific 

Inc./Nunc, # 165306).  Las células se cultivaron en  un medio 

RPMI1640 (Invitrogen Corp., 31870-025) que contenía  10% de 

SFB (Invitrogen Corp., 10270-106) y glutamina 2 mM 

(Invitrogen Corp., 25.030-024).  Los pozos de borde  de cada 25 
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placa se llenaron con 100 uL de un medio. 

  Las células se cultivaron durante 3 días, y el 

medio se reemplazó con 95 uL de un medio fresco ant es de la 

adición de conjugado anticuerpo-fármaco.  Se usaron  el 

conjugado anticuerpo-fármaco (3), el conjugado anti cuerpo-5 

fármaco (10), el conjugado anticuerpo-fármaco (13),  el 

conjugado anticuerpo-fármaco (4), el conjugado anti cuerpo-

fármaco (11), y el conjugado anticuerpo-fármaco (14 ).  Un 

grupo no tratado se fijó como control para medir el  

crecimiento celular normal. 10 

  Mediante la adición de 5 ul de cada conjugado 

anticuerpo-fármaco concentrado en una concentración  de 20 

veces a 95 uL de un medio de cultivo (10% FBS) cont enido en 

cada pocillo de la placa de 96 pocillos, se estable ció la 

concentración final.  Sólo se añadieron 5 ul de un medio a 15 

cada pocillo de control.  El ensayo se realizó por triplicado 

por muestra.  Con el fin de calcular la concentraci ón del 

conjugado anticuerpo-fármaco en el que el crecimien to o la 

supervivencia de las células se redujo en un 50%, l as 

concentraciones del conjugado anticuerpo-fármaco se  20 

prepararon por diluciones 4 veces (10 ug/mL a 0.15 ng/mL), y 

las células se trataron con estas concentraciones d el 

conjugado anticuerpo-fármaco y se compararon con el  grupo no 

tratado en términos de actividad ATP.  La evaluació n se llevó 

a cabo mediante el cultivo de 7 días de las células  así 25 



 332

suplementadas con el conjugado anticuerpo-fármaco.  Se usó el 

ensayo de viabilidad de células luminiscente CellTi ter-Glo 

(R) para evaluar la actividad del conjugado anticue rpo-

fármaco.  Este método implica la medición de las cé lulas 

vivas que tienen actividad metabólica sobre la base  de la 5 

actividad de ATP y, finalmente, la estimación del n úmero de 

células vivas y empleó CellTiter-Glo (R) Luminiscen t Cell 

(Promega K.K., G7573) en forma de un kit.  Cien mic rolitros 

de reactivo CellTiter-Glo (R) se añadió a cada poci llo de la 

placa de 96 pocillos y se almacenó durante 25 minut os a 55 10 

minutos a temperatura ambiente en un cuarto oscuro antes de 

la medición usando Wallac Victor2 1420 Multilabel C ounter 

(programa de luminiscencia, tiempo de medición : 0. 5 s).  Los 

pocillos que contenían sólo una solución de cultivo  sin la 

inoculación de las células se ensayaron como espaci os en 15 

blanco.  Con el fin de medir la reducción en la act ividad de 

ATP, un valor medio de luminiscencia de 3 pozos se calculó en 

cada condición (Microsoft Excel 2010).  Con el fin de 

eliminar las señales de células independientes, el valor 

medio de luminiscencia de los espacios en blanco se  resta del 20 

valor medio de la luminiscencia de las células trat adas con 

el conjugado anticuerpo-fármaco (Microsoft Excel 20 10).  La 

tasa de reducción (%) en la luminiscencia se calcul ó por 

comparación con las células del grupo no tratado (M icrosoft 

Excel 2010).  Este valor se interpreta como la tasa  de 25 
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inhibición (%) del crecimiento celular o la supervi vencia. 

  Los resultados se muestran en las figuras 11 a 13 .  

La figura 11 muestra los resultados de la comparaci ón de la 

conjugado anticuerpo-fármaco (3) con el conjugado a nticuerpo-

fármaco (4).  La Figura 12 muestra los resultados d e la 5 

comparación de la conjugado anticuerpo-fármaco (10)  con el 

conjugado anticuerpo-fármaco (11).  La Figura 13 mu estra los 

resultados de la comparación de la conjugado anticu erpo-

fármaco (13) con el conjugado anticuerpo-fármaco (1 4).  En 

cada figura, el diagrama de la izquierda muestra la  tasa de 10 

inhibición del crecimiento celular o la supervivenc ia 

derivado del conjugado anticuerpo-fármaco en presen cia de 10% 

de FBS en una de las pruebas por triplicado.  La or denada 

representa la luminiscencia que indica la actividad  ATP de 

cada muestra.  La abscisa representa la concentraci ón de cada 15 

conjugado anticuerpo-fármaco.  El diagrama de la de recha 

muestra la comparación de la tasa de reducción de l a 

luminiscencia causada por el tratamiento conjugado 

anticuerpo-fármaco entre la alta carga de fármaco ( HDL) y la 

carga de fármaco del medio (MDL) cuando la luminisc encia de 20 

un grupo no tratado se definió como 100%. 

  Los conjugados anticuerpo-fármaco de alta carga d e 

fármaco y media carga de fármaco inhibieron el crec imiento o 

la supervivencia celular a través del tratamiento y  7 días de 

cultivo de células MDA-MB-453.  Como ya se ha mostr ado en los 25 
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resultados sobre la alta carga de fármaco, el conju gado 

anticuerpo-fármaco de media carga de fármaco (11) m ostró una 

alta actividad en el mismo nivel que la del conjuga do 

anticuerpo-fármaco (4).  En la comparación entre el  número de 

moléculas de fármaco cargado, los conjugados anticu erpo-5 

fármaco que tienen un elevado número de moléculas d e fármacos 

cargadas exhibieron mayor reducción en ATP que la d e las 

carga de fármaco medias.  El conjugado anticuerpo-f ármaco 

(3), el conjugado anticuerpo-fármaco (10), y el con jugado 

anticuerpo-fármaco (13) que tiene un elevado número  de 10 

moléculas de fármacos cargados exhibieron tasas de inhibición 

de 68%, 76%, y 56%, respectivamente, a una concentr ación de 

10 ug/mL, mientras que el conjugado anticuerpo-fárm aco (4), 

el conjugado anticuerpo-fármaco (11), y el conjugad o 

anticuerpo-fármaco (14) que tienen un número promed io de 15 

moléculas de fármacos cargados exhibieron meramente  tasas de 

inhibición de 44%, 47% y 27%, respectivamente, a es ta 

concentración.  Los conjugados anticuerpo-fármaco q ue tiene 

un elevado número de moléculas de fármacos cargados  eran 

superiores en la concentración de inhibición del 50 % del 20 

crecimiento de células de cáncer o la supervivencia  a los 

conjugados anticuerpo-fármaco que tienen un número promedio 

de moléculas de fármacos cargadas.  El conjugado an ticuerpo-

fármaco (3) o el conjugado anticuerpo-fármaco (10) que tiene 

un elevado número de moléculas de fármacos cargadas  requieren 25 
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15 ng/mL (1 nM) del conjugado anticuerpo-fármaco pa ra reducir 

el valor de actividad de ATP por 50%.  El conjugado  

anticuerpo-fármaco (13) redujo la actividad de ATP por 50% 

por lo menos en la concentración más alta probada.  Por el 

contrario, la reducción de la actividad ATP corresp ondiente a 5 

esto no se observó a 1000 ng/mL (67 nM) o inferior dentro de 

la gama de concentraciones de los conjugados anticu erpo-

fármaco evaluados que tienen un número promedio de moléculas 

de fármacos cargados.  La comparación in vitro entre el 

elevado número de moléculas de fármaco cargadas y e l número 10 

promedio de moléculas de fármaco cargadas sugirió q ue un 

conjugado de anticuerpo-fármaco que tiene un elevad o número 

de moléculas de fármacos cargados también es superi or en la 

actividad inhibidora in vivo contra el crecimiento de células 

cancerosas. 15 

  Ejemplo de prueba 6 Conjugados anticuerpo-fármaco  

(3), (10) y (13) exhiben efecto antitumoral en la p rueba 

antitumoral in vivo usando cáncer de mama humano 

  Se usaron ratones desnudos BALB/C hembra de cinco  

semanas de edad que tienen un peso corporal de 15 a  20 g 20 

después de la aclimatación.  Los ratones se colocar on en 

jaulas ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones a l máximo 

por jaula), que se mantuvo a temperatura ambiente y  una 

humedad constante.  Después de la aleatorización, l os pesos 

corporales de los ratones se midieron cada dos días , y los 25 
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comportamientos de los animales se registraron cada  día.  

5x10 6 células de una línea celular de cáncer de mama hum ano 

HCC1569 (CRL-2330) a partir de ATCC se suspendieron  en una 

solución preparada a partir de 50 uL de PBS y Matri gel (PBS: 

PAA # H21-002, Matrigel: BD # 354230) mezclado en u na 5 

relación de 1:1, y fueron trasplantados por vía sub cutánea a 

la zona lateral derecha del cuerpo de cada ratón de snudo 

BALB/C usando una aguja de 29 G. 

  Los pesos corporales se midieron usando una báscu la 

(Mettler Toledo PB602-L).  El eje mayor y eje menor  del tumor 10 

se midieron dos veces a la semana usando un calibra dor 

electrónico digital (calibrador manual, OMC Fontana ), y se 

calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo se llevó a 

cabo de acuerdo con la siguiente expresión (lo mism o es 

cierto para los ejemplos de ensayo descritos a cont inuación). 15 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 19 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 150 mm 3, 70 animales se dividieron 

aleatoriamente en 7 grupos sobre la base de sus tam años 20 

tumorales.  Al mismo día, el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(3), (10), o (13) o PBS para un grupo de control se  

administraron a la vena de la cola de cada animal a  las 

siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó por vía 25 
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intravenosa una vez a la semana a la misma dosis qu e el 

conjugado anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (3) se inyectó por vía intravenosa una vez a la 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 5 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (10) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (13) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 10 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Todos los datos se indican mediante media +/- SEM .  

Los tamaños de los tumores y los pesos corporales f ueron 

evaluados por media +/- SEM.  Todos los datos fuero n 

analizados usando Microsoft Excel 2009 (lo mismo es  cierto 15 

para los ejemplos de ensayo descritos a continuació n). 

  Los resultados se muestran en la Figura 14.  El 

grupo de administración de PBS fue sacrificado en e l día 53 

después del transplante, debido a que los tamaños d e los 

tumores excedieron el nivel máximo aceptable.  Se o bservó la 20 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea celu lar de 

cáncer de mama humano en todos los grupos de admini stración 

conjugado anticuerpo-fármaco en comparación con el grupo 

control.  No se observó pérdida de peso en los rato nes de los 

grupos tratados. 25 
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  Ejemplo de prueba 7 Conjugados anticuerpo-fármaco  

(3), (10) y (13) exhiben efecto antitumoral en la p rueba 

antitumoral usando melanoma humano 

  Se usaron ratones desnudos NMRI hembra 5 a 6 

semanas de edad con un peso corporal de 22 a 26 g d espués de 5 

la aclimatación.  Los ratones se colocaron en jaula s 

ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones al máxim o por 

jaula), que se mantuvo a temperatura ambiente y una  humedad 

constante.  Después de la aleatorización, los pesos  

corporales de los ratones se midieron cada dos días , y los 10 

comportamientos de los animales se registraron cada  día. 

  5x10 6 células de una línea humana de células de 

melanoma HT-144 (HTB-63) a partir de ATCC se suspen dieron en 

una solución preparada a partir de 50 uL de PBS y M atrigel 

(PBS: PAA # H21-002, Matrigel: BD # 354230) se mezc ló a una 15 

proporción de 1:1, y fueron trasplantados por vía s ubcutánea 

a la zona lateral derecha del cuerpo de cada ratón desnudo 

NMRI usando una aguja de 29 G. 

  La medición de los pesos corporales y los tamaños  

de los tumores y la medición y el cálculo de los vo lúmenes de 20 

los tumores se llevaron a cabo de la misma manera q ue en el 

Ejemplo de prueba 6. 

  En el día 22 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 150 mm 3, 80 animales se dividieron al azar en 8 

grupos sobre la base de sus tamaños tumorales.  Al mismo día, 25 
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U1-59 o el conjugado anticuerpo-fármaco (3), (10), o (13) o 

PBS para un grupo de control se administraron a la vena de la 

cola de cada animal a las siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó por vía 

intravenosa una vez a la semana a la misma dosis qu e el 5 

conjugado anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: U1-59 se inyectó por vía  

subcutánea dos veces a la semana a 25 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (3) se inyectó por vía intravenosa una vez a la 10 

semana a 3 o 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (10) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 

semana a 3 o 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-15 

fármaco (13) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 

semana a 3 o 10 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 15.  Los 

grupos de administración de U1-59 y PBS se sacrific aron en 

los Días 48 y 52, respectivamente, después del tran splante, 20 

debido a que los tamaños de los tumores excedieron el nivel 

máximo aceptable.  Se observó la inhibición del cre cimiento 

tumoral de la línea celular de melanoma humano en t odos los 

grupos de administración conjugado anticuerpo-fárma co en 

comparación con el grupo control y el grupo de admi nistración 25 
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U1-59. 

  Ejemplo de prueba 8 Conjugados anticuerpo-fármaco  

(3), (10) y (13) exhiben efecto antitumoral en la p rueba 

antitumoral usando la línea de cáncer de mama human o 

  Se usaron ratones SCID desnudos hembra de 16 5 

semanas de edad con un peso corporal de entre 17 y 25.5 g 

después de la aclimatación.  Los ratones se colocar on en 

jaulas ventiladas individualmente que se mantuviero n a 

temperatura ambiente y una humedad constante. 

  Para los tumores sólidos derivados de una línea 10 

celular de cáncer de mama humano MDA-MB-453 (CLB-22 ) a partir 

de ATCC, MDA-MB-453 en el primer pasaje (Lote 1089)  fue 

trasplantado a 3 ratones (dos áreas por ratón: las áreas 

derecha e izquierda del cuerpo).  Después de 13 a 1 7 semanas, 

los cortes de los tumores fueron recuperados y 15 

criopreservados.  Para el segundo paso, la sección de tumor 

(2 x 2 x 2 mm) del primer paso fue más trasplantada  por vía 

subcutánea (10 ratones, dos áreas por ratón: áreas derecha e 

izquierda del cuerpo) y se dejó crecer durante la f ormación 

del tumor para 7 semanas.  El tumor formado de este  modo se 20 

preparó en una sección de tumor (2 x 2 x 2 mm, segu ndo paso) 

y se trasplanta a la zona lateral derecha del cuerp o de cada 

ratón desnudo SCID. 

  Los pesos corporales se midieron usando una 

báscula.  El eje mayor (longitud) y el diámetro del  tumor se 25 



 341

midió usando un calibrador digital electrónico (Pro -Max 150 

mm pinzas de mano, Fred V.  Fowler Co., Inc.), y se  calculó 

el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo se llevó a cabo de 

acuerdo con la siguiente expresión. 

  Volumen del tumor (mm 3) = pi/6 x eje mayor (mm) x 5 

[Diámetro (mm)] 2 

  En el día 40 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 143 mm 3, 72 animales se dividieron al azar en 8 

grupos sobre la base de sus tamaños tumorales.  Al mismo día, 

U1-59 o el conjugado anticuerpo-fármaco (3), (10), o (13) o 10 

PBS para un grupo de control se administraron a la vena de la 

cola de cada animal a las siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó por vía 

intravenosa una vez a la semana a la misma dosis qu e el 

conjugado anticuerpo-fármaco. 15 

  Grupo de administración: U1-59 se inyectó por vía  

subcutánea dos veces a la semana a 25 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (3) se inyectó por vía intravenosa una vez a la 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 20 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (10) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (13) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 25 
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semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 16.  La 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea celu lar de 

cáncer de mama humano se observó en todos los grupo s de 

administración conjugado anticuerpo-fármaco en comp aración 5 

con el grupo control y el grupo de administración U 1-59.  No 

se observó pérdida de peso en los ratones de los gr upos 

tratados.  Además, en otra prueba antitumoral usand o línea 

celular de cáncer de mama humano HCC1954 o JIMT1-PR 10 

(trastzumab-, pertuzumab- y T-DM1- resistente), la inhibición 10 

del crecimiento del tumor se observó también en el conjugado 

anticuerpo-fármaco (16a) grupo de administración en  

comparación con el grupo control. 

  Ejemplo de prueba 9 Conjugados anticuerpo-fármaco  

(3), (10) y (13) exhiben efecto antitumoral en la p rueba 15 

antitumoral usando la línea de cáncer colorrectal h umano 

  Se usaron ratones desnudos NMRI hembra de 5 a 6 

semanas de edad con un peso corporal de 15 a 20 g d espués de 

la aclimatación.  Los ratones se colocaron en jaula s 

ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones al máxim o por 20 

jaula), que se mantuvo a temperatura ambiente y una  humedad 

constante.  Después de la aleatorización, los pesos  

corporales de los ratones se midieron cada dos días , y los 

comportamientos de los animales se registraron cada  día. 

  4x10 6 células de una línea celular de cáncer 25 
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colorrectal humano HT-29 (CPQ-57) a partir de ProQi nase GmbH 

se suspendieron en una solución preparada a partir de PBS y 

Matrigel (PBS: PAA # H21-002, Matrigel: BD # 354230 ) mezclado 

en una relación de 1:1, y fueron trasplantados por vía 

subcutánea a la zona lateral derecha del cuerpo de cada ratón 5 

desnudo NMRI usando una aguja de 29 G. 

  La medición de los pesos corporales y los tamaños  

de los tumores y la medición y el cálculo de los vo lúmenes de 

los tumores se llevaron a cabo de la misma manera q ue en el 

Ejemplo de prueba 6. 10 

  En el día 8, cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 150 mm 3, 70 animales se dividieron 

aleatoriamente en 7 grupos sobre la base de sus tam años 

tumorales.  Al mismo día, el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(3), (10), o (13) o PBS para un grupo de control se  15 

administraron a la vena de la cola de cada animal a  las 

siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó por vía 

intravenosa una vez a la semana a la misma dosis qu e el 

conjugado anticuerpo-fármaco. 20 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (3) se inyectó por vía intravenosa una vez a la 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (10) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 25 
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semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (13) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 17.  El 5 

grupo de administración de PBS (6 de los 10 ratones ), los 

grupos administrados con el conjugado anticuerpo-fá rmaco (3) 

a 3 mg/kg (3 fuera de la 10 ratones) y a 10 mg/kg ( 4 de los 

10 ratones), los grupos que recibieron el conjugado  

anticuerpo-fármaco (10) a 3 mg/kg (2 de los 10 rato nes) y a 10 

10 mg/kg (2 de los 10 ratones), y el grupo que reci bió el 

conjugado anticuerpo-fármaco (13) a 3 mg/kg (2 de l os 10 

ratones) fueron sacrificados en el día 50 después d el 

trasplante, debido a que los tamaños de los tumores  superaron 

el nivel máximo aceptable o se formó úlcera.  Se ob servó la 15 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea celu lar de 

cáncer colorrectal humano en todos los grupos de 

administración conjugado anticuerpo-fármaco en comp aración 

con el grupo control.  El conjugado anticuerpo-fárm aco (13) 

exhibió una actividad antitumoral más fuerte que la  del 20 

conjugado anticuerpo-fármaco (3) o el conjugado ant icuerpo-

fármaco (10).  No se observó pérdida de peso en los  ratones 

de los grupos tratados. 

  Ejemplo de prueba 10 Conjugados anticuerpo-fármac o 

(3), (10) y (13) exhiben efecto antitumoral en la p rueba 25 
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antitumoral usando la línea de cáncer de pulmón hum ano 

  Se usaron ratones desnudos CD1 hembra de 5 a 6 

semanas de edad con un peso corporal de 24 a 28 g d espués de 

la aclimatación.  Los ratones se colocaron en jaula s 

ventiladas individualmente (IVC, 4 ratones al máxim o por 5 

jaula), que se mantuvo a temperatura ambiente y una  humedad 

constante.  Después de la aleatorización, los pesos  

corporales de los ratones se midieron cada dos días , y los 

comportamientos de los animales se registraron cada  día. 

  5x10 6 células de una línea celular A549 de cáncer 10 

de pulmón humano (CRS-300114) de Cell Line Service se 

suspendieron en una solución preparada a partir de 200 uL de 

PBS y Matrigel (PBS: PAA # H21-002, Matrigel: BD # 354230) 

mezclados en una proporción de 1:1, y se trasplanta ron por 

vía subcutánea a la zona lateral derecha del cuerpo  de cada 15 

ratón desnudo CD1 usando una aguja de 29 G. 

  La medición de los pesos corporales y los tamaños  

de los tumores y la medición y el cálculo de los vo lúmenes de 

los tumores se llevaron a cabo de la misma manera q ue en el 

Ejemplo de prueba 6. 20 

  En el día 38 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 200 mm 3, 70 animales se dividieron 

aleatoriamente en 7 grupos sobre la base de sus tam años 

tumorales.  Al mismo día, el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(3), (10), o (13) o PBS para un grupo de control se  25 
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administraron a la vena de la cola de cada animal a  las 

siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó por vía 

intravenosa una vez a la semana a la misma dosis qu e el 

conjugado anticuerpo-fármaco. 5 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (3) se inyectó por vía intravenosa una vez a la 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (10) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 10 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (13) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 

semana a 3 ó 10 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 18.  La 15 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea celu lar de 

cáncer de pulmón humano se observó en todos los gru pos de 

administración conjugado anticuerpo-fármaco en comp aración 

con el grupo control.  No se observó pérdida de pes o en los 

ratones de los grupos tratados. 20 

  Ejemplo de prueba 11 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(13) mostró un efecto antitumoral en la prueba anti tumoral in 

vivo usando la línea de cáncer de mama triple negat ivo humano 

  El cáncer de mama triple negativo se refiere a un  

cáncer de mama que no expresa receptores de hormona s 25 
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(receptores de estrógenos y progesterona), ni expre sa 

receptores de HER2.  Dado que estos receptores no s e 

expresan, el tratamiento hormonal (tamoxifeno, etc. ) o 

tratamiento anti-HER2 (trastuzumab, emtansina trast uzumab, o 

pertuzumab) no se pueden aplicar al cáncer.  Por lo  tanto, 5 

este tipo de cáncer de mama conduce a bajas tasas d e 

supervivencia, y muchos agentes terapéuticos están todavía en 

ensayo clínico.  Como la expresión de HER3 se confi rmó en una 

línea de cáncer de mama triple negativo humano MDA- MB-468 

(datos no mostrados), se evaluó la actividad antitu moral del 10 

conjugado anticuerpo-fármaco. 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tenían  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 15 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones máximo por jaula), que se mantuvo a  

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 20 

se registraron cada día. 

  5x10 6 células de una línea celular de cáncer de 

mama triple negativo humano MDA-MB-468 (CRL-2322) a  partir de 

ATCC se suspendieron en una solución preparada a pa rtir de 

200 uL de PBS y Matrigel (PBS: PAA # 10010-023, Mat rigel: BD 25 
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# 354234) mezclado en una proporción de 1:1, y fuer on 

trasplantados por vía subcutánea a la zona lateral derecha 

del cuerpo de cada ratón desnudo usando una aguja d e 29 G.  

Los pesos corporales se midieron usando una báscula  (Mettler 

Toledo PB602-L). 5 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 10 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 20 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 170 mm 3, 18 animales se dividieron al azar en 3 

grupos sobre la base de sus tamaños tumorales.  Al mismo día, 

U1-59 o el conjugado anticuerpo-fármaco (13) o PBS para un 15 

grupo de control se administraron a la vena de la c ola de 

cada animal a las siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó por vía 

intravenosa una vez a la semana a la misma dosis qu e el 

conjugado anticuerpo-fármaco. 20 

  Grupo de administración: U1-59 se inyectó por vía  

intravenosa una vez a la semana a 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (13) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 

semana a 10 mg/kg. 25 
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  Los resultados se muestran en la Figura 19.  La 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea de c áncer de 

mama triple negativo humano se observó en el grupo de 

administración de conjugado anticuerpo-fármaco en c omparación 

con el grupo control y el grupo de administración U 1-59.  No 5 

se observó pérdida de peso en los ratones de los gr upos 

tratados. 

  Ejemplo de prueba 12 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) mostró efecto antitumoral en la prueba antitu moral in 

vivo usando la línea de cáncer de mama luminal humano 10 

  El cáncer de mama luminal humano se refiere a un 

cáncer de mama que expresa los receptores de hormon as 

(receptores de estrógenos), pero no expresa HER2.  Dado que 

estos receptores no se expresan, el tratamiento con  anti-HER2 

(trastuzumab, emtansina trastuzumab, pertuzumab) no  se pueden 15 

aplicar al cáncer.  Por lo tanto, este tipo de cánc er de mama 

conduce a bajas tasas de supervivencia, y muchos ag entes 

terapéuticos están todavía en ensayo clínico.  Como  la 

expresión de HER3 se confirmó en una línea de cánce r de mama 

humano luminal MCF-7 (datos no presentados), se eva luó la 20 

actividad antitumoral del conjugado anticuerpo-fárm aco. 

  Se usaron ratones desnudos atímicos hembra Nude-

Foxn1nu (ProQinase GmbH) de 5 a 6 semanas de edad, con un 

peso corporal de 15 a 20 g después de la aclimataci ón.  Los 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 25 
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(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 

se registraron cada día. 5 

  5x10 6 células de una línea celular de cáncer de 

mama humano luminal MCF-7 (CRQ- # 327) se suspendie ron en una 

solución preparada a partir de 200 uL de PBS y Matr igel (PBS: 

PAA # 10010-023, Matrigel: BD # 354234) mezclado en  una 

proporción de 1:1, y fueron trasplantados por vía s ubcutánea 10 

a la zona lateral derecha del cuerpo de cada ratón desnudo 

usando una aguja de 29 G.  Los pesos corporales se midieron 

usando una báscula (Mettler Toledo PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 15 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 11 cuando el tamaño del tumor alcanzó 20 

alrededor de 250 mm 3, 20 animales fueron divididos 

aleatoriamente en 2 grupos sobre la base de sus tam años 

tumorales.  Al mismo día, el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(16a) o PBS para un grupo de control se administrar on en las 

siguientes dosis. 25 
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  Grupo de administración: PBS se inyectó 

intravenosamente a la misma dosis única como el con jugado 

anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (16a) se inyectó por vía intravenosa a una dosis 5 

única de 10 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 20.  La 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea de c áncer de 

mama luminal humana se observó en el grupo de admin istración 

de conjugado anticuerpo-fármaco en comparación con el grupo 10 

control.  No se observó pérdida de peso en los rato nes de los 

grupos tratados. 

  Ejemplo de prueba 13 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) mostró efecto antitumoral en la prueba antitu moral in 

vivo usando la línea de melanoma humano 15 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.), que tiene n un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 20 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 

se registraron cada día. 25 
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  3x10 6 células de una línea celular de melanoma 

humano WM-266-4 (CRL-1676) a partir de ATCC se mezc laron y 

suspendieron en Matrigel (BD # 354234) y fueron tra splantados 

por vía subcutánea a la zona lateral derecha del cu erpo de 

cada ratón desnudo usando una aguja 29 G.  Los peso s 5 

corporales se midieron usando una báscula (Mettler Toledo 

PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 10 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 19 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 220 mm 3, 8 animales se dividieron aleatoriamente 15 

en 2 grupos sobre la base de sus tamaños tumorales.   Al mismo 

día, el conjugado anticuerpo-fármaco (16a) o PBS pa ra un 

grupo de control se administraron en las siguientes  dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó 

intravenosamente a la misma dosis única como el con jugado 20 

anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (16a) se inyectó por vía intravenosa a una dosis 

única de 10 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 21.  La 25 
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inhibición del crecimiento tumoral de la línea de m elanoma 

humano se observó en el grupo de administración de conjugado 

anticuerpo-fármaco en comparación con el grupo cont rol.  No 

se observó pérdida de peso en los ratones de los gr upos 

tratados.  En otro modelo de melanoma humano C32, l a 5 

inhibición de crecimiento del tumor también se obse rvó en el 

grupo de administración de conjugado anticuerpo-fár maco (16a) 

en comparación con el grupo control. 

  Ejemplo de prueba 14 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) mostró efecto antitumoral en la prueba antitu moral in 10 

vivo usando la línea de cáncer de ovario humano 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tienen  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 15 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 20 

se registraron cada día. 

  5x10 6 células de una línea celular de cáncer de 

ovario humano OVCAR-8 (HTB-161) a partir de ATCC se  mezclaron 

y suspendieron en Matrigel (BD # 354234) y se trasp lantaron 

por vía subcutánea a la zona lateral derecha del cu erpo de 25 
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cada ratón desnudo usando una aguja 29 G.  Los peso s 

corporales se midieron usando una báscula (Mettler Toledo 

PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 5 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 21 cuando el tamaño del tumor alcanzó 10 

alrededor de 140 mm 3, 8 animales se dividieron aleatoriamente 

en 2 grupos sobre la base de sus tamaños tumorales.   Al mismo 

día, el conjugado anticuerpo-fármaco (16a) o PBS pa ra un 

grupo de control se administraron en las siguientes  dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó 15 

intravenosamente a la misma dosis única como el con jugado 

anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (16a) se inyectó por vía intravenosa a una dosis 

única de 10 mg/kg. 20 

  Los resultados se muestran en la Figura 22.  La 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea de c áncer de 

ovario humano se observó en el grupo de administrac ión de 

conjugado anticuerpo-fármaco en comparación con el grupo 

control.  No se observó pérdida de peso en los rato nes de los 25 



 355

grupos tratados. 

  Ejemplo de prueba 15 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) mostró efecto antitumoral en la prueba antitu moral in 

vivo usando la línea de cáncer de vejiga humano 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 5 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tienen  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 10 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 

se registraron cada día. 

  8x10 6 células de una línea celular de cáncer de 15 

vejiga humano SW-780 (CRL-2169) a partir de ATCC se  mezclaron 

y se suspendieron en Matrigel (BD # 354234) y se 

trasplantaron por vía subcutánea a la zona lateral derecha 

del cuerpo de cada ratón desnudo usando una aguja 2 9 G.  Los 

pesos corporales se midieron usando una báscula (Me ttler 20 

Toledo PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 25 
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  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 7, cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 190 mm 3, 10 animales fueron divididos 

aleatoriamente en 2 grupos sobre la base de sus tam años 5 

tumorales.  Al mismo día, el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(16a) o PBS para un grupo de control se administrar on en las 

siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó 

intravenosamente a la misma dosis única como el con jugado 10 

anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (16a) se inyectó por vía intravenosa a una dosis 

única de 10 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 23.  La 15 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea de c áncer de 

vejiga humana se observó en el grupo de administrac ión de 

conjugado anticuerpo-fármaco en comparación con el grupo 

control.  No se observó pérdida de peso en los rato nes de los 

grupos tratados. 20 

  Ejemplo de prueba 16 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) mostró efecto antitumoral HER3-dependiente en  la prueba 

antitumoral in vivo usando la línea de cáncer de mama humano 

  La línea de cáncer de mama humano MDA-MB-453 

expresa HER3 y responde al conjugado anticuerpo-fár maco (13) 25 
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como se describe en el Ejemplo de Ensayo 8.  Sin em bargo, ya 

que no se había demostrado que este efecto farmacéu tico fuera 

mediado por HER3 tampoco, HER3 fue velado mediante la 

administración de U1-59 de antemano, y se evaluó si  reducía o 

no el efecto farmacéutico. 5 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tienen  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 10 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 

se registraron cada día. 15 

  1x10 7 células de una línea celular de cáncer de 

mama humano MDA-MB-453 (CLB-22) a partir de ATCC se  mezclaron 

y se suspendieron en Matrigel (BD # 354234) y se 

trasplantaron por vía subcutánea a la zona lateral derecha 

del cuerpo de cada ratón desnudo usando una aguja 2 9 G.  Los 20 

pesos corporales se midieron usando una báscula (Me ttler 

Toledo PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 25 
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se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 11 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 130 mm 3, 16 animales se dividieron 5 

aleatoriamente en 4 grupos en función de sus tamaño s 

tumorales.  Al mismo día, el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(16a) y/o U1-59 o PBS para un grupo de control se 

administraron en las siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó 10 

intravenosamente a la misma dosis única como el con jugado 

anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: U1-59 se inyectó por vía  

intravenosa a una dosis única de 30 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-15 

fármaco (16a) se inyectó por vía intravenosa a una dosis 

única de 3 mg/kg. 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  

administración (inyección intravenosa a una dosis ú nica) de 

U1-59, el conjugado anticuerpo-fármaco (16a) se iny ectó por 20 

vía intravenosa a una dosis única de 3 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 24.  La 

inhibición del crecimiento tumoral de la línea de c áncer de 

mama humano se observó en el grupo de administració n de 

conjugado anticuerpo-fármaco en comparación con el grupo 25 
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control, mientras que este efecto inhibidor del tum or fue 

atenuado por la administración de U1-59 de antemano .  Estos 

resultados demostraron que el efecto inhibidor del tumor del 

conjugado anticuerpo-fármaco es un efecto farmacéut ico 

mediada por HER3.  No se observó pérdida de peso en  los 5 

ratones de los grupos tratados. 

  Ejemplo de prueba 17 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) exhibió un efecto antitumoral en uso combinad o con 

trastuzumab en prueba antitumoral in vivo usando la línea del 

cáncer de mama humano 10 

  Trastuzumab ha sido aprobado como un agente 

terapéutico para el cáncer de mama positivo para HE R2 humano.  

Sin embargo, se conoce la resistencia trastuzumab, y una 

mutación en PIK3CA <H1047R o H420R> se ha informado  para 

participar en uno de los mecanismos que subyacen a esta 15 

resistencia.  En esta prueba, ya sea o no el uso co mbinado de 

trastuzumab y el conjugado anticuerpo-fármaco era e ficaz para 

se evaluó una línea de cáncer de mama resistente a 

trastuzumab. 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 20 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tienen  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 25 
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temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 

se registraron cada día. 

  1x10 7 células de una línea celular de cáncer de 5 

mama humano MDA-MB-453 (CLB-22, la mutación en PIK3 CA H1047R) 

a partir de ATCC se mezclaron y suspendieron en Mat rigel 

(PBS: PAA # 10010-023, Matrigel: BD # 354234) y se 

trasplantaron por vía subcutánea a la zona lateral derecha 

del cuerpo de cada ratón desnudo usando una aguja d e 29 G.  10 

Los pesos corporales se midieron usando una báscula  (Mettler 

Toledo PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 15 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 11 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 130 mm 3, 16 animales se dividieron 20 

aleatoriamente en 4 grupos en función de sus tamaño s 

tumorales.  En el mismo día, el conjugado anticuerp o-fármaco 

(16a), el trastuzumab, el uso combinado del conjuga do y 

trastuzumab, o PBS para un grupo de control se les administró 

a las siguientes dosis. 25 
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  Grupo de administración: PBS se inyectó 

intravenosamente a la misma dosis única como el con jugado 

anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: Trastuzumab (Roche 

Diagnostics, Inc.) se inyectó por vía intravenosa a  una dosis 5 

única de 1 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (16a) se inyectó por vía intravenosa a una dosis 

única de 3 mg/kg. 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  10 

administración (inyección intravenosa a una dosis ú nica) de 

trastuzumab (Roche Diagnostics, Inc.), el conjugado  

anticuerpo-fármaco (16a) se inyectó por vía intrave nosa a una 

dosis única de 3 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en la Figura 25.  Se 15 

observó el efecto antitumoral provocado por uso com binado en 

la línea de cáncer de mama humano (PIK3CA H1047R) e n la 

administración de trastuzumab y el conjugado anticu erpo-

fármaco en comparación con la administración de cad a 

medicamento solo.  Estos resultados demostraron que  el efecto 20 

farmacéutico del conjugado anticuerpo-fármaco es po tenciado 

por el uso combinado de los mismos con trastuzumab.   No se 

observó pérdida de peso en los ratones de los grupo s 

tratados.  En otra prueba antitumoral ucing una lín ea celular 

de cáncer de mama humano HCC1954 (PIK3CA H1047R), e l efecto 25 
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antitumoral combinada también se observó en la admi nistración 

de trastuzumab y el conjugado anticuerpo-fármaco (1 6a), en 

comparación con la administración de cada medicamen to por sí 

solo. 

  Ejemplo de prueba 18 Conjugado anticuerpo-fármaco  5 

(15) mostró un efecto antitumoral en uso combinado con 

trastuzumab en prueba  in vivo antitumoral usando la línea del 

cáncer de mama humano 

  Trastuzumab ha sido aprobado como un agente 

terapéutico para el cáncer de mama positivo para HE R2 humano.  10 

Sin embargo, se conoce la resistencia trastuzumab, y una 

mutación en PIK3CA <H1047R o H420R> se ha informado  que 

participa en uno de los mecanismos que subyacen a e sta 

resistencia.  En esta prueba, ya sea o no el uso co mbinado de 

trastuzumab y el conjugado anticuerpo-fármaco era e ficaz se 15 

evaluó una línea de cáncer de mama resistente a tra stuzumab. 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tienen  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 20 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 25 
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se registraron cada día. 

  5x10 6 células de una línea celular de cáncer de 

mama humano JIMT-1 (ACC-589, H420R mutación en PIK3 CA) a 

partir de ATCC se suspendieron en PBS (PAA # 10010- 023) y se 

trasplantaron por vía subcutánea a la zona lateral derecha 5 

del cuerpo de cada ratón desnudo usando una aguja d e 29 G.  

Los pesos corporales se midieron usando una báscula  (Mettler 

Toledo PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 10 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 10 cuando el tamaño del tumor alcanzó 15 

alrededor de 200 mm 3, 24 animales se dividieron 

aleatoriamente en 4 grupos en función de sus tamaño s 

tumorales.  Al mismo día, el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(15), trastuzumab, uso combinado del conjugado y tr astuzumab, 

o PBS para un grupo de control se administraron en las 20 

siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó por vía 

intravenosa una vez a la semana a la misma dosis qu e el 

conjugado anticuerpo-fármaco. 

  Grupo de administración: Trastuzumab (Roche 25 
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Diagnostics, Inc.) se inyectó por vía intravenosa u na vez a 

la semana a 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (15) se inyectó por vía intravenosa una vez  a la 

semana a 10 mg/kg. 5 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  

administración (inyección intravenosa una vez a la semana) de 

trastuzumab (Roche Diagnostics, Inc.), el conjugado  

anticuerpo-fármaco (15) se inyectó por vía intraven osa una 

vez a la semana a 10 mg/kg. 10 

  Los resultados se muestran en la Figura 26.  Se 

observó el efecto antitumoral provocado por uso com binado en 

la línea de cáncer de mama humano (PIK3CA H420R) en  la 

administración de trastuzumab y el conjugado anticu erpo-

fármaco en comparación con la administración de cad a 15 

medicamento solo.  Estos resultados demostraron que  el efecto 

farmacéutico del conjugado anticuerpo-fármaco es po tenciado 

por el uso combinado de los mismos con trastuzumab.   No se 

observó pérdida de peso en los ratones de los grupo s 

tratados. 20 

  Ejemplo de prueba 19 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) mostró efecto antitumoral en uso combinado co n 

gefitinib en la prueba antitumoral in vivo usando la línea de 

cáncer de pulmón humano 

  Gefitinib ha sido aprobado como un agente 25 
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terapéutico para el cáncer de pulmón humano.  En es ta prueba, 

se evaluó si el uso combinado de gefitinib y el con jugado 

anticuerpo-fármaco era eficaz o no. 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 5 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tienen  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 10 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 

se registraron cada día. 

  3x10 6 células de una línea celular de cáncer de 

pulmón humano PC-9 (RCB0446) de la ATCC se suspendi eron en 15 

PBS (PAA # 10010-023) y se trasplantaron por vía su bcutánea a 

la zona lateral derecha del cuerpo de cada ratón de snudo 

usando una aguja de 29 G.  Los pesos corporales se midieron 

usando una báscula (Mettler Toledo PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 20 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 25 
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  En el día 14 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 270 mm 3, 16 animales se dividieron 

aleatoriamente en 4 grupos en función de sus tamaño s 

tumorales.  Al mismo día, el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(16a), gefitinib, uso combinado del conjugado y gef itinib, o 5 

PBS para un grupo de control se administraron en la s 

siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se inyectó por vía 

intravenosa una vez a la semana a la misma dosis qu e el 

conjugado anticuerpo-fármaco. 10 

  Grupo de administración: gefitinib (AstraZeneca) se 

administró por vía oral una vez al día a las 6 mg/k g. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (16a) se inyectó por vía intravenosa una ve z a la 

semana a 10 mg/kg. 15 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  

administración (la administración oral una vez al d ía) de 

gefitinib (AstraZeneca), el conjugado anticuerpo-fá rmaco 

(16a) se inyectó por vía intravenosa una vez a la s emana a 10 

mg/kg. 20 

  Los resultados se muestran en la Figura 27.  Se 

observó el efecto antitumoral provocado por uso com binado en 

la línea de cáncer de pulmón humano en la administr ación de 

gefitinib y el conjugado anticuerpo-fármaco en comp aración 

con la administración de cada medicamento solo.  Es tos 25 
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resultados demostraron que el efecto farmacéutico d el 

conjugado anticuerpo-fármaco es potenciado por el u so 

combinado de los mismos con gefitinib.  No se obser vó pérdida 

de peso en los ratones de los grupos tratados. 

  Ejemplo de prueba 20 Conjugado anticuerpo-fármaco  5 

(16a) exhibió un efecto antitumoral en el uso combi nado con 

cetuximab o panitumumab en la prueba antitumoral in vivo 

usando la línea de cáncer de mama triple negativo h umano 

  Un anticuerpo anti-EGFR cetuximab o panitumumab 

está bajo ensayo clínico contra el cáncer de mama t riple 10 

negativo humano.  En esta prueba, se evaluó si el u so 

combinado de cetuximab o panitumumab y el conjugado  

anticuerpo-fármaco era eficaz o no. 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 15 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tienen  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 20 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 

se registraron cada día. 

  5x10 6 células de una línea celular de cáncer de 

mama triple negativo humano MDA-MB-468 (CRL-2322) a  partir de 25 
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ATCC se suspendieron en una solución preparada a pa rtir de 

200 uL de PBS y Matrigel (PBS: PAA # 10010-023, Mat rigel: BD 

# 354234) mezclado en una proporción de 1:1, y fuer on 

trasplantadas por vía subcutánea a la zona lateral derecha 

del cuerpo de cada ratón desnudo usando una aguja d e 29 G.  5 

Los pesos corporales se midieron usando una báscula  (Mettler 

Toledo PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 10 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 21 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 160 mm 3, 30 animales fueron divididos 15 

aleatoriamente en 6 grupos sobre la base de sus tam años 

tumorales.  En el mismo día, el conjugado anticuerp o-fármaco 

(16a), cetuximab o panitumumab, el uso combinado de l 

conjugado y cetuximab o panitumumab, o PBS para un grupo de 

control se administraron a las siguientes dosis. 20 

  Grupo de administración: PBS se administró a la 

misma dosis única que el conjugado anticuerpo-fárma co. 

  Grupo de administración: Cetuximab (Bristol-Myers  

Squibb Company) se administró en una dosis única de  10 mg/kg. 

  Grupo de administración: Panitumumab (Amgen Inc.)  25 
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se administró en una dosis única de 10 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (16a) se administró en una dosis única de 1 0 mg/kg. 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  

administración (administración de una dosis única) de 5 

cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company), el conjug ado 

anticuerpo-fármaco (16a) se administró en una dosis  única de 

10 mg/kg. 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  

administración (administración de una dosis única) de 10 

panitumumab (Amgen Inc.), el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(16a) se administró en una dosis única de 10 mg/kg.  

  Los resultados se muestran en las Figuras 28A-28B .  

Se observó el efecto antitumoral provocado por uso combinado 

en la línea de cáncer de mama triple negativo human o en la 15 

administración de cetuximab (Figura 28A) o panitumu mab 

(Figura 28B) y el conjugado anticuerpo-fármaco en c omparación 

con la administración de cada medicamento por sí so lo.  Estos 

resultados demostraron que el efecto farmacéutico d el 

conjugado anticuerpo-fármaco es potenciado por el u so 20 

combinado de los mismos con cetuximab o panitumumab .  No se 

observó pérdida de peso en los ratones de los grupo s 

tratados.  El efecto antitumoral provocado por uso combinado 

en la otra línea de cáncer de mama triple negativo humano en 

MDA-MB-231 también se observó en la administración de 25 
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cetuximab o panitumumab y el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(16a) en comparación con la administración de cada 

medicamento solo. 

  Ejemplo de prueba 21 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) exhibió un efecto antitumoral en el uso combi nado con 5 

cetuximab o panitumumab en la prueba antitumoral in vivo 

usando la línea de cáncer de cuello y cabeza humano  

  Un anticuerpo anti-EGFR cetuximab ha sido aprobad o 

contra el cáncer de cabeza y cuello humana, mientra s 

panitumumab está bajo ensayo clínico contra este cá ncer.  En 10 

esta prueba, se evaluó si el uso combinado de cetux imab o 

panitumumab y el conjugado anticuerpo-fármaco era e ficaz o 

no. 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 15 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tienen  un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 20 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 

se registraron cada día. 

  4x10 6 células de una línea de células de cáncer de 

cabeza y cuello humano Fadu (HTB-43) a partir de AT CC se 25 
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suspendieron en 200 uL de PBS (PAA # 10010-023) y s e 

trasplantaron por vía subcutánea a la zona lateral derecha 

del cuerpo de cada ratón desnudo usando una aguja d e 29 G.  

Los pesos corporales se midieron usando una báscula  (Mettler 

Toledo PB602-L). 5 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 10 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 6 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 330 mm 3, 30 animales fueron divididos 

aleatoriamente en 6 grupos sobre la base de sus tam años 

tumorales.  En el mismo día, el conjugado anticuerp o-fármaco 15 

(16a), cetuximab o panitumumab, el uso combinado de l 

conjugado y cetuximab o panitumumab, o PBS para un grupo de 

control se les administró a las siguientes dosis. 

  Grupo de administración: PBS se administró a la 

misma dosis única que el conjugado anticuerpo-fárma co. 20 

  Grupo de administración: Cetuximab (Bristol-Myers  

Squibb Company) se administró en una dosis única de  5 mg/kg. 

  Grupo de administración: Panitumumab (Amgen Inc.)  

se administró en una dosis única de 5 mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-25 
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fármaco (16a) se administró en una dosis única de 1 0 mg/kg. 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  

administración (administración de una dosis única) de 

cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company), el conjug ado 

anticuerpo-fármaco (16a) se administró en una dosis  única de 5 

10 mg/kg. 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  

administración (administración de una dosis única) de 

panitumumab (Amgen Inc.), el conjugado anticuerpo-f ármaco 

(16a) se administró en una dosis única de 10 mg/kg.  10 

  Los resultados se muestran en las Figuras 29A-29B .  

Se observó el efecto antitumoral provocada por uso combinado 

en la línea de cáncer de cabeza y cuello humano en la 

administración de cetuximab (Figura 29A) o panitumu mab 

(Figura 29B) y el conjugado anticuerpo-fármaco en c omparación 15 

con el administración de cada medicamento por sí so lo.  Estos 

resultados demostraron que el efecto farmacéutico d el 

conjugado anticuerpo-fármaco es potenciado por el u so 

combinado de los mismos con cetuximab o panitumumab .  No se 

observó pérdida de peso en los ratones de los grupo s 20 

tratados. 

  Ejemplo de prueba 22 Conjugado anticuerpo-fármaco  

(16a) mostró efecto antitumoral en uso combinado co n 

cetuximab o pertuzumab en la prueba antitumoral in vivo 

mediante trasplante de tumor de paciente con cáncer  de 25 
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estómago 

  Un anticuerpo anti-EGFR cetuximab y un anticuerpo  

anti-HER2 pertuzumab están bajo ensayo clínico cont ra el 

cáncer de estómago humano.  En esta prueba, se eval uó si el 

uso combinado de cetuximab o pertuzumab y el conjug ado 5 

anticuerpo-fármaco era eficaz o no.  La evaluación se llevó a 

cabo al llevar a cabo una prueba antitumoral cerca de la 

condición clínica que implica el estroma de un paci ente 

usando los tumores derivados del paciente trasplant ados en 

ratones en lugar del sistema de evaluación general usando una 10 

línea de cáncer humano. 

  Se usaron ratones desnudos hembra CAnN.Cg-Foxn1 

[nu]/CrlCrlj 〔Foxn1nu/Foxn1nu 〕de 5 a 6 semanas de edad 

(Charles River Laboratories Japan, Inc.) que tiene un peso 

corporal de 15 a 20 g después de la aclimatación.  Los 15 

ratones se colocaron en jaulas ventiladas individua lmente 

(IVC, 4 ratones al máximo por jaula), que se mantuv o a 

temperatura ambiente y una humedad constante.  Desp ués de la 

aleatorización, los pesos corporales de los ratones  se 

midieron cada dos días, y los comportamientos de lo s animales 20 

se registraron cada día. 

  Un tumor derivado del paciente de cáncer de 

estómago NIBIO-G016 del Instituto Nacional de la in novación 

biomédica se transplantó subcutáneamente a la zona lateral 

derecha del cuerpo de cada ratón desnudo.  Los peso s 25 
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corporales se midieron usando una báscula (Mettler Toledo 

PB602-L). 

  El eje mayor y eje menor del tumor se midieron 

usando un calibrador digital electrónico (CD-15CX, Mitsutoyo 

Corp), y se calculó el volumen del tumor (mm 3).  El cálculo 5 

se llevó a cabo de acuerdo con la siguiente expresi ón. 

  Volumen del tumor (mm 3) = 1/2 x eje mayor (mm) x 

[Eje menor (mm)] 2 

  En el día 56 cuando el tamaño del tumor alcanzó 

alrededor de 220 mm 3, 30 animales fueron divididos 10 

aleatoriamente en 6 grupos sobre la base de sus tam años 

tumorales.  En el mismo día, el conjugado anticuerp o-fármaco 

(16a), cetuximab o pertuzumab, el uso combinado del  conjugado 

y cetuximab o pertuzumab, o PBS para un grupo de co ntrol se 

les administraron a las siguientes dosis. 15 

  Grupo de administración: PBS se administró a la 

misma dosis única que el conjugado anticuerpo-fárma co. 

  Grupo de administración: Cetuximab (Bristol-Myers  

Squibb Company) se administró en una dosis única de  10 mg/kg. 

  Grupo de administración: Pertuzumab (Roche 20 

Diagnostics, Inc.) se administró en una dosis única  de 10 

mg/kg. 

  Grupo de administración: El conjugado anticuerpo-

fármaco (16a) se administró en una dosis única de 1 0 mg/kg. 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  25 
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administración (administración de una dosis única) de 

cetuximab (Bristol-Myers Squibb Company), el conjug ado 

anticuerpo-fármaco (16a) se administró en una dosis  única de 

10 mg/kg. 

  Grupo de administración: 30 minutos después de la  5 

administración (administración de una dosis única) de 

pertuzumab (Roche Diagnostics, Inc.), el conjugado 

anticuerpo-fármaco (16a) se administró en una dosis  única de 

10 mg/kg. 

  Los resultados se muestran en las Figuras 30A-30B .  10 

Se observó el efecto antitumoral provocada por el u so 

combinado en el modelo de tumor derivado del pacien te de 

cáncer de estómago en la administración de cetuxima b (Figura 

30A) o pertuzumab (Figura 30B) y el conjugado antic uerpo-

fármaco en comparación con la administración de cad a 15 

medicamento por sí solo.  Estos resultados demostra ron que el 

efecto farmacéutico del conjugado anticuerpo-fármac o es 

potenciado por el uso combinado de los mismos con c etuximab o 

panitumumab en el modelo de tumor derivado del paci ente de 

cáncer.  No se observó pérdida de peso en los raton es de los 20 

grupos tratados.  Además, en una prueba antitumoral  usando 

una línea celular de cáncer pancreático humano BxPC 3, el 

conjugado anticuerpo-fármaco (13) exhibió un efecto  

antitumoral más fuerte en comparación con el grupo de 

administración de PBS o el grupo de administración U1-59.  El 25 
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conjugado anticuerpo-fármaco también mostró un efec to 

antitumoral en el modelo fuerte en antitumoral in vivo usando 

una línea celular de cáncer de mama HER2 positivo J IMT1 que 

había adquirido resistencia al uso combinado de tra stuzumab y 

pertuzumab o para emtansina trastuzumab. 5 

  Ejemplo de prueba 23 Seguridad de conjugado 

anticuerpo-fármaco para animal no humano 

  El conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco de la 

presente invención y la composición farmacéutica qu e contenía 

este conjugado anticuerpo anti-HER3-fármaco tienen una 10 

excelente seguridad como un agente terapéutico o pr ofiláctico 

para una enfermedad.  Por ejemplo, cuando el conjug ado 

anticuerpo-fármaco (5), (10) o (13) se administró h asta 30 

mg/kg a una rata de raza cruzada, dos veces en tota l con un 

intervalo de una vez por semana, no se observaron h allazgos 15 

de toxicidad seria a partir de cualquiera de los co njugados 

anticuerpo-fármaco como resultado de la observación  hasta el 

día 7 después de la administración final.  Además, cuando el 

conjugado anticuerpo-fármaco (5), (10), o (13) se a dministró 

hasta 30 mg/kg a un mono de raza cruzada, no se obs ervaron 20 

hallazgos de toxicidad notables de cualquiera de lo s 

conjugados anticuerpo-fármaco como resultado de la 

observación durante 7 días. 

  Además, cuando el conjugado anticuerpo-fármaco (5 ), 

(10), o (13) se administró en una pluralidad de dos is a un 25 
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mono (intervalos de 3 semanas), no se observaron ha llazgos de 

toxicidad notables de cualquiera de los conjugados 

anticuerpo-fármaco como resultado de la observación .  De 

acuerdo con ello, el conjugado anticuerpo-fármaco d e la 

presente invención tiene excelente seguridad como u na 5 

composición farmacéutica para el tratamiento o prev ención de 

una enfermedad. 

  Texto libre del listado de secuencias 

  SEQ ID NO: 1 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 10 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-39 

  SEQ ID NO: 2 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-39 15 

  SEQ ID NO: 3 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-39 

  SEQ ID NO: 4 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-39 

  SEQ ID NO: 5 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 25 
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U1-40 

  SEQ ID NO: 6 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-40 

  SEQ ID NO: 7 - Secuencia de nucleótidos que 5 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-40 

  SEQ ID NO: 8 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 10 

humano U1-40 

  SEQ ID NO: 9 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-38 15 

  SEQ ID NO: 10 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-38 

  SEQ ID NO: 11 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 20 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-38 

  SEQ ID NO: 12 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-38 25 
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  SEQ ID NO: 13 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-41 

  SEQ ID NO: 14 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-41 

  SEQ ID NO: 15 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 10 

U1-41 

  SEQ ID NO: 16 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-41 

  SEQ ID NO: 17 - Secuencia de nucleótidos que 15 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-42 

  SEQ ID NO: 18 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 20 

humano U1-42 

  SEQ ID NO: 19 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-42 25 
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  SEQ ID NO: 20 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-42 

  SEQ ID NO: 21 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 5 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-43 

  SEQ ID NO: 22 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-43 10 

  SEQ ID NO: 23 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-43 

  SEQ ID NO: 24 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-43 

  SEQ ID NO: 25 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 20 

U1-44 

  SEQ ID NO: 26 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-44 

  SEQ ID NO: 27 - Secuencia de nucleótidos que 25 
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codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-44 

  SEQ ID NO: 28 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 5 

humano U1-44 

  SEQ ID NO: 29 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-45 10 

  SEQ ID NO: 30 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-45 

  SEQ ID NO: 31 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 15 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-45 

  SEQ ID NO: 32 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-45 20 

  SEQ ID NO: 33 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-46 

  SEQ ID NO: 34 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-46 

  SEQ ID NO: 35 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 5 

U1-47 

  SEQ ID NO: 36 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-47 

  SEQ ID NO: 37 - Secuencia de nucleótidos que 10 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-47 

  SEQ ID NO: 38 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 15 

humano U1-47 

  SEQ ID NO: 39 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-48 20 

  SEQ ID NO: 40 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-48 

  SEQ ID NO: 41 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 25 
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variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-49 

  SEQ ID NO: 42 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-49 5 

  SEQ ID NO: 43 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-49 

  SEQ ID NO: 44 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-49 

  SEQ ID NO: 45 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 15 

U1-50 

  SEQ ID NO: 46 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-50 

  SEQ ID NO: 47 - Secuencia de nucleótidos que 20 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-50 

  SEQ ID NO: 48 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 25 
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humano U1-50 

  SEQ ID NO: 49 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-51 5 

  SEQ ID NO: 50 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-51 

  SEQ ID NO: 51 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 10 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-51 

  SEQ ID NO: 52 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-51 15 

  SEQ ID NO: 53 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-53 

  SEQ ID NO: 54 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-53 

  SEQ ID NO: 55 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 25 
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U1-53 

  SEQ ID NO: 56 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-53 

  SEQ ID NO: 57 - Secuencia de nucleótidos que 5 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-55 

  SEQ ID NO: 58 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 10 

humano U1-55 

  SEQ ID NO: 59 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-55.1 15 

  SEQ ID NO: 60 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-55.1 

  SEQ ID NO: 61 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 20 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-57 

  SEQ ID NO: 62 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-57 25 
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  SEQ ID NO: 63 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-57.1 

  SEQ ID NO: 64 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-57.1 

  SEQ ID NO: 65 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 10 

U1-58 

  SEQ ID NO: 66 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-58 

  SEQ ID NO: 67 - Secuencia de nucleótidos que 15 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-58 

  SEQ ID NO: 68 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 20 

humano U1-58 

  SEQ ID NO: 69 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-59 25 
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  SEQ ID NO: 70 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-59 

  SEQ ID NO: 71 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 5 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-59 

  SEQ ID NO: 72 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-59 10 

  SEQ ID NO: 73 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-52 

  SEQ ID NO: 74 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-52 

  SEQ ID NO: 75 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 20 

U1-52 

  SEQ ID NO: 76 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-52 

  SEQ ID NO: 77 - Secuencia de nucleótidos que 25 
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codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-61 

  SEQ ID NO: 78 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 5 

humano U1-61 

  SEQ ID NO: 79 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-61.1 10 

  SEQ ID NO: 80 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-61.1 

  SEQ ID NO: 81 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 15 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-61.1 

  SEQ ID NO: 82 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-61.1 20 

  SEQ ID NO: 83 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-62 

  SEQ ID NO: 84 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-62 

  SEQ ID NO: 85 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 5 

U1-62 

  SEQ ID NO: 86 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-62 

  SEQ ID NO: 87 - Secuencia de nucleótidos que 10 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-2 

  SEQ ID NO: 88 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 15 

humano U1-2 

  SEQ ID NO: 89 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-2 20 

  SEQ ID NO: 90 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-2 

  SEQ ID NO: 91 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 25 
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variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-7 

  SEQ ID NO: 92 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-7 5 

  SEQ ID NO: 93 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-7 

  SEQ ID NO: 94 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-7 

  SEQ ID NO: 95 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 15 

U1-9 

  SEQ ID NO: 96 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-9 

  SEQ ID NO: 97 - Secuencia de nucleótidos que 20 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-9 

  SEQ ID NO: 98 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 25 
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humano U1-9 

  SEQ ID NO: 99 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-10 5 

  SEQ ID NO: 100 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-10 

  SEQ ID NO: 101 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 10 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-10 

  SEQ ID NO: 102 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-10 15 

  SEQ ID NO: 103 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-12 

  SEQ ID NO: 104 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-12 

  SEQ ID NO: 105 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 25 
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U1-12 

  SEQ ID NO: 106 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-12 

  SEQ ID NO: 107 - Secuencia de nucleótidos que 5 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-13 

  SEQ ID NO: 108 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 10 

humano U1-13 

  SEQ ID NO: 109 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-13 15 

  SEQ ID NO: 110 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-13 

  SEQ ID NO: 111 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 20 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-14 

  SEQ ID NO: 112 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-14 25 
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  SEQ ID NO: 113 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-14 

  SEQ ID NO: 114 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-14 

  SEQ ID NO: 115 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 10 

U1-15 

  SEQ ID NO: 116 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-15 

  SEQ ID NO: 117 - Secuencia de nucleótidos que 15 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-15 

  SEQ ID NO: 118 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 20 

humano U1-15 

  SEQ ID NO: 119 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-19 25 
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  SEQ ID NO: 120 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-19 

  SEQ ID NO: 121 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 5 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-20 

  SEQ ID NO: 122 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-20 10 

  SEQ ID NO: 123 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-20 

  SEQ ID NO: 124 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-20 

  SEQ ID NO: 125 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 20 

U1-21 

  SEQ ID NO: 126 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-21 

  SEQ ID NO: 127 - Secuencia de nucleótidos que 25 
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codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-21 

  SEQ ID NO: 128 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 5 

humano U1-21 

  SEQ ID NO: 129 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-22 10 

  SEQ ID NO: 130 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-22 

  SEQ ID NO: 131 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 15 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-22 

  SEQ ID NO: 132 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-22 20 

  SEQ ID NO: 133 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-23 

  SEQ ID NO: 134 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-23 

  SEQ ID NO: 135 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 5 

U1-23 

  SEQ ID NO: 136 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-23 

  SEQ ID NO: 137 - Secuencia de nucleótidos que 10 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-24 

  SEQ ID NO: 138 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 15 

humano U1-24 

  SEQ ID NO: 139 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-24 20 

  SEQ ID NO: 140 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-24 

  SEQ ID NO: 141 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 25 
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variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-25 

  SEQ ID NO: 142 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-25 5 

  SEQ ID NO: 143 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-25 

  SEQ ID NO: 144 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-25 

  SEQ ID NO: 145 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 15 

U1-26 

  SEQ ID NO: 146 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-26 

  SEQ ID NO: 147 - Secuencia de nucleótidos que 20 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-26 

  SEQ ID NO: 148 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 25 
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humano U1-26 

  SEQ ID NO: 149 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-27 5 

  SEQ ID NO: 150 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-27 

  SEQ ID NO: 151 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 10 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-27 

  SEQ ID NO: 152 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-27 15 

  SEQ ID NO: 153 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-28 

  SEQ ID NO: 154 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-28 

  SEQ ID NO: 155 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 25 
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U1-28 

  SEQ ID NO: 156 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-28 

  SEQ ID NO: 157 - Secuencia de nucleótidos que 5 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-31 

  SEQ ID NO: 158 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 10 

humano U1-31 

  SEQ ID NO: 159 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-31 15 

  SEQ ID NO: 160 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-31 

  SEQ ID NO: 161 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 20 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-32 

  SEQ ID NO: 162 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-32 25 
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  SEQ ID NO: 163 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-32 

  SEQ ID NO: 164 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-32 

  SEQ ID NO: 165 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 10 

U1-35 

  SEQ ID NO: 166 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-35 

  SEQ ID NO: 167 - Secuencia de nucleótidos que 15 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-35 

  SEQ ID NO: 168 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 20 

humano U1-35 

  SEQ ID NO: 169 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-36 25 
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  SEQ ID NO: 170 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-36 

  SEQ ID NO: 171 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 5 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-36 

  SEQ ID NO: 172 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-36 10 

  SEQ ID NO: 173 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-37 

  SEQ ID NO: 174 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-37 

  SEQ ID NO: 175 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 20 

U1-37 

  SEQ ID NO: 176 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-37 

  SEQ ID NO: 177 - Secuencia de nucleótidos que 25 
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codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-34 

  SEQ ID NO: 178 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 5 

humano U1-34 

  SEQ ID NO: 179 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-34 10 

  SEQ ID NO: 180 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-34 

  SEQ ID NO: 181 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 15 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-1 

  SEQ ID NO: 182 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-1 20 

  SEQ ID NO: 183 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-1 

  SEQ ID NO: 184 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-1 

  SEQ ID NO: 185 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 5 

U1-3 

  SEQ ID NO: 186 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-3 

  SEQ ID NO: 187 - Secuencia de nucleótidos que 10 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-3 

  SEQ ID NO: 188 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 15 

humano U1-3 

  SEQ ID NO: 189 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-4 20 

  SEQ ID NO: 190 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-4 

  SEQ ID NO: 191 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 25 
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variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-4 

  SEQ ID NO: 192 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-4 5 

  SEQ ID NO: 193 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-5 

  SEQ ID NO: 194 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-5 

  SEQ ID NO: 195 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 15 

U1-5 

  SEQ ID NO: 196 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-5 

  SEQ ID NO: 197 - Secuencia de nucleótidos que 20 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-6 

  SEQ ID NO: 198 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 25 
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humano U1-6 

  SEQ ID NO: 199 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-6 5 

  SEQ ID NO: 200 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-6 

  SEQ ID NO: 201 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 10 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-8 

  SEQ ID NO: 202 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-8 15 

  SEQ ID NO: 203 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-8 

  SEQ ID NO: 204 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-8 

  SEQ ID NO: 205 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 25 
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U1-11 

  SEQ ID NO: 206 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-11 

  SEQ ID NO: 207 - Secuencia de nucleótidos que 5 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-11 

  SEQ ID NO: 208 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 10 

humano U1-11 

  SEQ ID NO: 209 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-16 15 

  SEQ ID NO: 210 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-16 

  SEQ ID NO: 211 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 20 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-16 

  SEQ ID NO: 212 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-16 25 
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  SEQ ID NO: 213 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-17 

  SEQ ID NO: 214 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-17 

  SEQ ID NO: 215 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 10 

U1-17 

  SEQ ID NO: 216 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-17 

  SEQ ID NO: 217 - Secuencia de nucleótidos que 15 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-18 

  SEQ ID NO: 218 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 20 

humano U1-18 

  SEQ ID NO: 219 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-18 25 
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  SEQ ID NO: 220 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-18 

  SEQ ID NO: 221 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 5 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-33 

  SEQ ID NO: 222 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-33 10 

  SEQ ID NO: 223 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-33 

  SEQ ID NO: 224 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-33 

  SEQ ID NO: 225 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 20 

U1-29 

  SEQ ID NO: 226 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-29 

  SEQ ID NO: 227 - Secuencia de nucleótidos que 25 
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codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-29 

  SEQ ID NO: 228 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 5 

humano U1-29 

  SEQ ID NO: 229 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 

variable de la cadena pesada del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-30 10 

  SEQ ID NO: 230 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena pesada del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-30 

  SEQ ID NO: 231 - Secuencia de nucleótidos que 

codifica para una secuencia de aminoácidos de la re gión 15 

variable de la cadena ligera del anticuepo anti-HER 3 humano 

U1-30 

  SEQ ID NO: 232 - Secuencia de aminoácidos de la 

región variable de la cadena ligera del anticuepo a nti-HER3 

humano U1-30 20 

  SEQ ID NO: 233 - Cebador 

  SEQ ID NO: 234 - Cebador 

  SEQ ID NO: 235 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

1 25 
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  SEQ ID NO: 236 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

1 

  SEQ ID NO: 237 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

1 

  SEQ ID NO: 238 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

1 

  SEQ ID NO: 239 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

1 

  SEQ ID NO: 240 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

1 15 

  SEQ ID NO: 241 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

2 

  SEQ ID NO: 242 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

2 

  SEQ ID NO: 243 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

2 

  SEQ ID NO: 244 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

2 

  SEQ ID NO: 245 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

2 5 

  SEQ ID NO: 246 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

2 

  SEQ ID NO: 247 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

3 

  SEQ ID NO: 248 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

3 

  SEQ ID NO: 249 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

3 

  SEQ ID NO: 250 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

3 20 

  SEQ ID NO: 251 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

3 

  SEQ ID NO: 252 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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3 

  SEQ ID NO: 253 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

4 

  SEQ ID NO: 254 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

4 

  SEQ ID NO: 255 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

4 10 

  SEQ ID NO: 256 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

4 

  SEQ ID NO: 257 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

4 

  SEQ ID NO: 258 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

4 

  SEQ ID NO: 259 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

5 

  SEQ ID NO: 260 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

5 25 
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  SEQ ID NO: 261 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

5 

  SEQ ID NO: 262 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

5 

  SEQ ID NO: 263 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

5 

  SEQ ID NO: 264 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

5 

  SEQ ID NO: 265 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

6 15 

  SEQ ID NO: 266 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

6 

  SEQ ID NO: 267 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

6 

  SEQ ID NO: 268 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

6 

  SEQ ID NO: 269 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

6 

  SEQ ID NO: 270 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

6 5 

  SEQ ID NO: 271 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

7 

  SEQ ID NO: 272 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

7 

  SEQ ID NO: 273 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

7 

  SEQ ID NO: 274 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

7 

  SEQ ID NO: 275 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

7 20 

  SEQ ID NO: 276 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

7 

  SEQ ID NO: 277 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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8 

  SEQ ID NO: 278 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

8 

  SEQ ID NO: 279 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

8 

  SEQ ID NO: 280 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

8 10 

  SEQ ID NO: 281 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

8 

  SEQ ID NO: 282 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

8 

  SEQ ID NO: 283 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

9 

  SEQ ID NO: 284 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

9 

  SEQ ID NO: 285 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

9 25 
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  SEQ ID NO: 286 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

9 

  SEQ ID NO: 287 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

9 

  SEQ ID NO: 288 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

9 

  SEQ ID NO: 289 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

10 

  SEQ ID NO: 290 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

10 15 

  SEQ ID NO: 291 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

10 

  SEQ ID NO: 292 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

10 

  SEQ ID NO: 293 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

10 

  SEQ ID NO: 294 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

10 

  SEQ ID NO: 295 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

11 5 

  SEQ ID NO: 296 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

11 

  SEQ ID NO: 297 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

11 

  SEQ ID NO: 298 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

11 

  SEQ ID NO: 299 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

11 

  SEQ ID NO: 300 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

11 20 

  SEQ ID NO: 301 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

12 

  SEQ ID NO: 302 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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12 

  SEQ ID NO: 303 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

12 

  SEQ ID NO: 304 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

12 

  SEQ ID NO: 305 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

12 10 

  SEQ ID NO: 306 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

12 

  SEQ ID NO: 307 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

13 

  SEQ ID NO: 308 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

13 

  SEQ ID NO: 309 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

13 

  SEQ ID NO: 310 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

13 25 
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  SEQ ID NO: 311 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

13 

  SEQ ID NO: 312 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

13 

  SEQ ID NO: 313 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

14 

  SEQ ID NO: 314 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

14 

  SEQ ID NO: 315 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

14 15 

  SEQ ID NO: 316 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

14 

  SEQ ID NO: 317 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

14 

  SEQ ID NO: 318 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

14 

  SEQ ID NO: 319 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

15 

  SEQ ID NO: 320 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

15 5 

  SEQ ID NO: 321 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

15 

  SEQ ID NO: 322 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

15 

  SEQ ID NO: 323 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

15 

  SEQ ID NO: 324 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

15 

  SEQ ID NO: 325 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

16 20 

  SEQ ID NO: 326 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

16 

  SEQ ID NO: 327 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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16 

  SEQ ID NO: 328 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

16 

  SEQ ID NO: 329 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

16 

  SEQ ID NO: 330 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

16 10 

  SEQ ID NO: 331 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

17 

  SEQ ID NO: 332 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

17 

  SEQ ID NO: 333 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

17 

  SEQ ID NO: 334 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

17 

  SEQ ID NO: 335 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

17 25 
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  SEQ ID NO: 336 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

17 

  SEQ ID NO: 337 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

18 

  SEQ ID NO: 338 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

18 

  SEQ ID NO: 339 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

18 

  SEQ ID NO: 340 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

18 15 

  SEQ ID NO: 341 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

18 

  SEQ ID NO: 342 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

18 

  SEQ ID NO: 343 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

19 

  SEQ ID NO: 344 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

19 

  SEQ ID NO: 345 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

19 5 

  SEQ ID NO: 346 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

20 

  SEQ ID NO: 347 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

20 

  SEQ ID NO: 348 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

20 

  SEQ ID NO: 349 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

20 

  SEQ ID NO: 350 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

20 20 

  SEQ ID NO: 351 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

20 

  SEQ ID NO: 352 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 



 424

21 

  SEQ ID NO: 353 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

21 

  SEQ ID NO: 354 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

21 

  SEQ ID NO: 355 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

21 10 

  SEQ ID NO: 356 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

21 

  SEQ ID NO: 357 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

21 

  SEQ ID NO: 358 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

22 

  SEQ ID NO: 359 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

22 

  SEQ ID NO: 360 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

22 25 
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  SEQ ID NO: 361-ight chain CDRL1 amino acid sequen ce 

of the anti-HER3 human antibody U1-22 

  SEQ ID NO: 362 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

22 5 

  SEQ ID NO: 363 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

22 

   SEQ ID NO: 364 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

23 

  SEQ ID NO: 365 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

23 

  SEQ ID NO: 366 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

23 

  SEQ ID NO: 367 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

23 20 

  SEQ ID NO: 368 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

23 

  SEQ ID NO: 369 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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23 

  SEQ ID NO: 370 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

24 

  SEQ ID NO: 371 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

24 

  SEQ ID NO: 372 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

24 10 

  SEQ ID NO: 373 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

24 

  SEQ ID NO: 374 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

24 

  SEQ ID NO: 375 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

24 

  SEQ ID NO: 376 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

25 

  SEQ ID NO: 377 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

25 25 
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  SEQ ID NO: 378 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

25 

  SEQ ID NO: 379 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

25 

  SEQ ID NO: 380 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

25 

  SEQ ID NO: 381 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

25 

  SEQ ID NO: 382 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

26 15 

  SEQ ID NO: 383 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

26 

  SEQ ID NO: 384 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

26 

  SEQ ID NO: 385 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

26 

  SEQ ID NO: 386 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

26 

  SEQ ID NO: 387 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

26 5 

  SEQ ID NO: 388 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

27 

  SEQ ID NO: 389 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

27 

  SEQ ID NO: 390 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

27 

  SEQ ID NO: 391 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

27 

  SEQ ID NO: 392 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

27 20 

  SEQ ID NO: 393 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

27 

  SEQ ID NO: 394 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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28 

  SEQ ID NO: 395 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

28 

  SEQ ID NO: 396 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

28 

  SEQ ID NO: 397 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

28 10 

  SEQ ID NO: 398 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

28 

  SEQ ID NO: 399 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

28 

  SEQ ID NO: 400 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

29 

  SEQ ID NO: 401 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

29 

  SEQ ID NO: 402 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

29 25 
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  SEQ ID NO: 403 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

29 

  SEQ ID NO: 404 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

29 

  SEQ ID NO: 405 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

29 

  SEQ ID NO: 406 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

30 

  SEQ ID NO: 407 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

30 15 

  SEQ ID NO: 408 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

30 

  SEQ ID NO: 409 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

30 

  SEQ ID NO: 410 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

30 

  SEQ ID NO: 411 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

30 

  SEQ ID NO: 412 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

31 5 

  SEQ ID NO: 413 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

31 

  SEQ ID NO: 414 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

31 

  SEQ ID NO: 415 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

31 

  SEQ ID NO: 416 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

31 

  SEQ ID NO: 417 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

31 20 

  SEQ ID NO: 418 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

32 

  SEQ ID NO: 419 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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32 

  SEQ ID NO: 420 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

32 

  SEQ ID NO: 421 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

32 

  SEQ ID NO: 422 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

32 10 

  SEQ ID NO: 423 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

32 

  SEQ ID NO: 424 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

33 

  SEQ ID NO: 425 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

33 

  SEQ ID NO: 426 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

33 

  SEQ ID NO: 427 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

33 25 
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  SEQ ID NO: 428 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

33 

  SEQ ID NO: 429 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

33 

  SEQ ID NO: 430 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

34 

  SEQ ID NO: 431 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

34 

  SEQ ID NO: 432 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

34 15 

  SEQ ID NO: 433 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

34 

  SEQ ID NO: 434 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

34 

  SEQ ID NO: 435 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

34 

  SEQ ID NO: 436 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

35 

  SEQ ID NO: 437 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

35 5 

  SEQ ID NO: 438 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

35 

  SEQ ID NO: 439 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

35 

  SEQ ID NO: 440 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

35 

  SEQ ID NO: 441 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

35 

  SEQ ID NO: 442 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

36 20 

  SEQ ID NO: 443 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

36 

  SEQ ID NO: 444 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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36 

  SEQ ID NO: 445 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

36 

  SEQ ID NO: 446 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

36 

  SEQ ID NO: 447 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

36 10 

  SEQ ID NO: 448 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

37 

  SEQ ID NO: 449 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

37 

  SEQ ID NO: 450 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

37 

  SEQ ID NO: 451 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

37 

  SEQ ID NO: 452 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

37 25 
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  SEQ ID NO: 453 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

37 

  SEQ ID NO: 454 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

38 

  SEQ ID NO: 455 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

38 

  SEQ ID NO: 456 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

38 

  SEQ ID NO: 457 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

38 15 

  SEQ ID NO: 458 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

38 

  SEQ ID NO: 459 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

38 

  SEQ ID NO: 460 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

39 

  SEQ ID NO: 461 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

39 

  SEQ ID NO: 462 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

39 5 

  SEQ ID NO: 463 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

39 

  SEQ ID NO: 464 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

39 

  SEQ ID NO: 465 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

39 

  SEQ ID NO: 466 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

40 

  SEQ ID NO: 467 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

40 20 

  SEQ ID NO: 468 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

40 

  SEQ ID NO: 469 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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40 

  SEQ ID NO: 470 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

40 

  SEQ ID NO: 471 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

40 

  SEQ ID NO: 472 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

41 10 

  SEQ ID NO: 473 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

41 

  SEQ ID NO: 474 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

41 

  SEQ ID NO: 475 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

41 

  SEQ ID NO: 476 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

41 

  SEQ ID NO: 477 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

41 25 
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  SEQ ID NO: 478 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

42 

  SEQ ID NO: 479 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

42 

  SEQ ID NO: 480 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

42 

  SEQ ID NO: 481 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

42 

  SEQ ID NO: 482 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

42 15 

  SEQ ID NO: 483 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

42 

  SEQ ID NO: 484 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

43 

  SEQ ID NO: 485 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

43 

  SEQ ID NO: 486 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

43 

  SEQ ID NO: 487 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

43 5 

  SEQ ID NO: 488 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

43 

  SEQ ID NO: 489 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

43 

  SEQ ID NO: 490 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

44 

  SEQ ID NO: 491 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

44 

  SEQ ID NO: 492 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

44 20 

  SEQ ID NO: 493 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

44 

  SEQ ID NO: 494 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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44 

  SEQ ID NO: 495 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

44 

  SEQ ID NO: 496 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

45 

  SEQ ID NO: 497 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

45 10 

  SEQ ID NO: 498 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

45 

  SEQ ID NO: 499 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

45 

  SEQ ID NO: 500 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

45 

  SEQ ID NO: 501 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

45 

  SEQ ID NO: 502 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

46 25 
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  SEQ ID NO: 503 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

46 

  SEQ ID NO: 504 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

46 

  SEQ ID NO: 505 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

47 

  SEQ ID NO: 506 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

47 

  SEQ ID NO: 507 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

47 15 

  SEQ ID NO: 508 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

47 

  SEQ ID NO: 509 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

47 

  SEQ ID NO: 510 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

47 

  SEQ ID NO: 511 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

48 

  SEQ ID NO: 512 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

48 5 

  SEQ ID NO: 513 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

48 

  SEQ ID NO: 514 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

49 

  SEQ ID NO: 515 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

49 

  SEQ ID NO: 516 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

49 

  SEQ ID NO: 517 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

49 20 

  SEQ ID NO: 518 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

49 

  SEQ ID NO: 519 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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49 

  SEQ ID NO: 520 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

50 

  SEQ ID NO: 521 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

50 

  SEQ ID NO: 522 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

50 10 

  SEQ ID NO: 523 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

50 

  SEQ ID NO: 524 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

50 

  SEQ ID NO: 525 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

50 

  SEQ ID NO: 526 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

51 

  SEQ ID NO: 527 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

51 25 
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  SEQ ID NO: 528 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

51 

  SEQ ID NO: 529 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

51 

  SEQ ID NO: 530 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

51 

  SEQ ID NO: 531 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

51 

  SEQ ID NO: 532 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

52 15 

  SEQ ID NO: 533 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

52 

  SEQ ID NO: 534 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

52 

  SEQ ID NO: 535 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

52 

  SEQ ID NO: 536 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

52 

  SEQ ID NO: 537 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

52 5 

  SEQ ID NO: 538 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

53 

  SEQ ID NO: 539 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

53 

  SEQ ID NO: 540 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

53 

  SEQ ID NO: 541 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

53 

  SEQ ID NO: 542 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

53 20 

  SEQ ID NO: 543 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

53 

  SEQ ID NO: 544 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 
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55.1 

  SEQ ID NO: 545 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

55.1 

  SEQ ID NO: 546 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

55.1 

  SEQ ID NO: 547 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

55 10 

  SEQ ID NO: 548 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

55 

  SEQ ID NO: 549 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

55 

  SEQ ID NO: 550 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

57.1 

  SEQ ID NO: 551 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

57.1 

  SEQ ID NO: 552 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

57.1 25 
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  SEQ ID NO: 553 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

57 

  SEQ ID NO: 554 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

57 

  SEQ ID NO: 555 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

57 

  SEQ ID NO: 556 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

58 

  SEQ ID NO: 557 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

58 15 

  SEQ ID NO: 558 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

58 

  SEQ ID NO: 559 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-20 

58 

  SEQ ID NO: 560 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

58 

  SEQ ID NO: 561 - Secuencia de aminoácidos de la 25 
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CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

58 

  SEQ ID NO: 562 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

59 5 

  SEQ ID NO: 563 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

59 

  SEQ ID NO: 564 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-10 

59 

  SEQ ID NO: 565 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

59 

  SEQ ID NO: 566 - Secuencia de aminoácidos de la 15 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

59 

  SEQ ID NO: 567 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

59 20 

  SEQ ID NO: 568 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

61.1 

  SEQ ID NO: 569 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-25 



 450

61.1 

  SEQ ID NO: 570 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

61.1 

  SEQ ID NO: 571 - Secuencia de aminoácidos de la 5 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

61.1 

  SEQ ID NO: 572 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

61.1 10 

  SEQ ID NO: 573 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

61.1 

  SEQ ID NO: 574 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-15 

61 

  SEQ ID NO: 575 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

61 

  SEQ ID NO: 576 - Secuencia de aminoácidos de la 20 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

61 

  SEQ ID NO: 577 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

62 25 
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  SEQ ID NO: 578 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

62 

  SEQ ID NO: 579 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER3 humano U1-5 

62 

  SEQ ID NO: 580 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH1 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

62 

  SEQ ID NO: 581 - Secuencia de aminoácidos de la 10 

CDRH2 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

62 

  SEQ ID NO: 582 - Secuencia de aminoácidos de la 

CDRH3 de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER3 humano U1-

62 15 

  SEQ ID NO: 583 - Secuencia de aminoácidos de 

ongitud completa de una cadena pesada del anticuerp o anti-

HER3 humano U1-59 

  SEQ ID NO: 584 - Secuencia de aminoácidos de 

ongitud completa de una cadena ligera del anticuerp o anti-20 

HER3 humano U1-59 

  Se hace constar que, con relación a esta fecha, e l 

mejor método conocido por la solicitante para lleva r a la 

práctica la presente invención, es el que resulta c laro de la 

presente descripción de la invención. 25 


