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Descrizione
Campo tecnico

La presente invenzione riguarda un coniugato anticorpo-farmaco avente un farmaco antitumorale coniugato ad
un anticorpo anti-TROP2 attraverso un gruppo funzionale strutturale di collegamento, essendo il coningato utile come
farmaco antitumorale,
Sfondo dell’arte

Un coniugato anticorpo-farmaco (ADC) avente un farmaco con citotossicita coniugato ad un anticorpo, il cui
antigene viene espresso su una superficie delle cellule cancerose ed il quale si lega anche ad un antigene capace di
internalizzazione cellulare, e quindi pud rilasciare selettivamente il farmaco alle cellule cancerose ed & cosi atteso che
causi ’accumulo del farmaco all’interno delle cellule cancerose ed uccida le cellule cancerose (si veda, letteratura non
brevettuale da 1 a 3). Come ADC, Mylotarg (Gemtuzwinab ozogamicina (marchio registrato)) in cui la calicheamicina &
coniugata ad un anticorpo anti-CD33 & approvato come agente ferapeutico per la leucemia mieloide acuta. Inoltre,
Adcetris (Brentuximab vedotin (marchio registrato)), in cui 'auristatina E & coniugata ad un anticorpo anti-CD34, & sfato
recentemente approvato come agente terapeutico per it linfoma di Hodgkin e per il linfoma anaplastico a grandi cellule
(si veda, lefteratura non brevettuale 4), 1 farmaci contenuti in ADC che sono stati approvati finora sono diretti verso il
DINA o la tubulina,

Riguardo ad un antitumorale, sono noti composti a basso peso molecolare, derivati della camptotecina, composti
che inibiscono la topoisomerasi I per mostrare un effetto antitumorale, Tra essi, un composto antitumorale rappresentato

dalla formula sotto
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[Formula 1]

(exatecano, nome chimico: (18,98)-1-ammino-9-etil-5-fluoro-2,3-diidro-9-idrossi-4-metil-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4°:6,7]indolizino[1,2-b]chinolin-10,13 (9H,15H)-dione) & un derivato idrosolubile della camptotecina
(letteratura brevettuale 1 e 2). Diversamente dall’irinotecano attualmente utilizzato in studi clinici, questo composto non
richiede un’attivazione mediante un enzima per esercitare un effetto antitumorale. Inoltre, I’attivitd inibitoria sulla
topoisomerasi I & superiore rispetto ad SN-38 che & un principale principio farmaceuticamente attivo dell’irinotecano e
del topotecano anch’esso utilizzato in studi clinici, ed una superiore attivita citocida in vitro viene ottenuta nei confronti
di varie cellule cancerose. In particolare, esso mostra ’effetto nei confronti di cellule cancerose che hanno una resistenza
ad SN-38 o simili a causa dell’espressione della glicoproteina P. Inoltre, in un modello murino di tumore umano
trapiantato per via sottocutanea, esso ha mostrato un potente effetto antitumorale, e cosi & passato agli studi clinici, ma
non ¢ ancora stato messo sul mercato (si veda, letteratura non brevettuale da 5 a 10). Rimane non chiaro se I’exatecano
agisca efficacemente come ADC oppure no.

DE-310 ¢ un complesso in cui I’exatecano ¢ coniugato ad un polimero polialcolico biodegradabile di
carbossimetildestrano attraverso uno spaziatore peptidico GGFG (letteratura brevettuale 3 e letteratura non brevettuale
30 e 31). Gli spaziatori peptidici comprendenti il tetrapeptide GGFG vengono discussi nella letteratura non brevettuale
32. Convertendo I’exatecano in forma di un profarmaco polimerico, pud essere mantenuta una proprieta di elevata
ritenzione sanguigna e vengono passivamente aumentate anche una proprietd di elevato indirizzamento ad un’area
tumorale utilizzando la permeabilitd aumentata di vasi sanguigni appena formati all’interno di un tumore ed una proprieta

di ritenzione in tessuti tumorali. Con DE-310, attraverso una scissione dello spaziatore peptidico mediante un enzima,
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’exatecano e I’exatecano con glicina connessi ad un gruppo ammino sono continuamente rilasciati come principale
principio attivo. Di conseguenza, la farmacocinetica & migliorata. DE-310 & risultato avere un’efficacia superiore rispetto
all’exatecano somministrato da solo anche se la quantita totale di exatecano ivi contenuta & inferiore rispetto al caso di
somministrazione dell’exatecano da solo secondo vari modelli di valutazione dei tumori in studi non clinici. E stato
condotto uno studio clinico per DE-310, e sono anche stati confermati casi efficaci, in cui era presente un rapporto che
suggerisce che il principio attivo principale si accumula in un tumore piuttosto che in tessuti normali, tuttavia, vi & anche
un rapporto che indica che I’accumulo di DE-310 e del principio attivo principale in un tumore non & molto differente
dall’accumulo in tessuti normali nell’'uomo, e cosi non viene osservato alcun indirizzamento passivo nell’uomo (si veda,
letteratura non brevettuale da 11 a 14). Di conseguenza, anche DE-310 non ¢ stato commercializzato, e rimane non chiaro
se |’exatecano agisca efficacemente come farmaco diretto a tale indirizzamento oppure no.

Come composto relativo a DE-310, ¢ anche noto un complesso in cui un gruppo funzionale strutturale
rappresentato da -NH-(CHz)4-C(=0)- ¢ inserito tra lo spaziatore -GGFG- e I’exatecano per formare -GGFG-NH-(CH)-
C(=0)- utilizzato come struttura spaziatrice (letteratura brevettuale 4). Tuttavia, I"effetto antitumorale del suddetto
complesso non ¢ affatto noto.

TROP2 umana (TACSTD2: trasduttore 2 associato a tumore del segnale del calcio, GA733-1, EGP-1, M1S1; in
seguito, indicato come hTROP2) ¢ una proteina transmembrana a singolo passo di tipo 1 della membrana cellulare
costituita da 323 residui amminoacidici. Anche se & stata precedentemente suggerita la presenza di una proteina della
membrana cellulare coinvolta nella resistenza immunitaria, la quale & comune per i trofoblasti e le cellule cancerose umani
(letteratura non brevettuale 15), una molecola antigenica riconosciuta da un anticorpo monoclonale (162-25.3 o 162-46.2)
contro una proteina della membrana cellulare in una linea cellulare di coriocarcinoma umano & stata identificata ed
indicata come TROP2 come una delle molecole espresse nei trofoblasti umani (letteratura non brevettuale 16). Questa
molecola ¢ anche stata trovata in seguito da altri ricercatori ed indicata anche come antigene tumorale GA733-1
riconosciuto da un anticorpo monoclonale GA733 di topo (letteratura non brevettuale 17) ottenuto mediante
I'immunizzazione con una linea cellulare di cancro dello stomaco o con una glicoproteina epiteliale (EGP-1; letteratura

non brevettuale 18) riconosciuta da un anticorpo monoclonale R§7-3G11 di topo ottenuto mediante I'immunizzazione
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con cellule di cancro del polmone non a piccole cellule. Nel 1995, tuttavia, il gene di TROP2 & stato clonato, ed & stato
confermato che tutte queste molecole sono molecole identiche (letteratura non brevettuale 19). La sequenza di DNA e la
sequenza amminoacidica di hTROP2 sono disponibili su una banca dati pubblica e possono essere indicate, per esempio,
con i numeri di accesso NM_002353 ed NP_002344 (NCBI).

Il gene di hTROP2 costituisce la famiglia di geni di TACSTD, insieme al gene di TROP-1 umano (EpCAM,
EGP-2, TACSTDI) avente circa il 50% di omologia (letteratura non brevettuale 21). La proteina h"TROP2 ¢ costituita da
una sequenza segnale composta da 26 residui amminoacidici amminoterminali, un dominio extracellulare composto da
248 residui amminoacidici, un dominio transmembrana costituito da 23 residui amminoacidici, ed un dominio
intracellulare composto da 26 residui amminoacidici. Il dominio extracellulare ha quattro siti di glicosilazione legata ad
N ed & noto per avere un peso molecolare apparente di circa 10 kD in pil del valore teorico calcolato 35 kD (letteratura
non brevettuale 19),

Un ligando fisiologico di hTROP2 non ¢ stato identificato, né le sue funzioni molecolari sono state rivelate
finora. E stato trovato che hTROP2 trasduce i segnali del calcio nelle cellule tumorali (letteratura non brevettuale 20).
Inoltre, h'TROP2 ¢ fosforilata ad un residuo intracellulare di serina 303 dalla protein chinasi C, la quale & una chinasi
dipendente dal Ca2* (letteratura non brevettuale 18), ed ha una sequenza di legame a PIP2 nel dominio intracellulare,
suggerendo funzioni di trasduzione del segnale nelle cellule tumorali (letteratura non brevettuale 22),

Nell’analisi immunoistochimica utilizzando campioni clinici, ¢ stato trovato che hTROP2 ¢& sovraespressa in vari
carcinomi delle cellule epiteliali ed & espressa nelle cellule epiteliali in tipi limitati di tessuti normali ad un basso livello
di espressione in confronto ai tessuti tumorali (letteratura non brevettuale da 23 a 27). Inoltre, & stato riportato che
I’espressione di hTROP2 ¢ in correlazione con la prognosi sfavorevole del cancro del colon-retto (letteratura non
brevettuale 23), del cancro dello stomaco (letteratura non brevettuale 24), del cancro del pancreas (letteratura non
brevettuale 25), del cancro della bocca (letteratura non brevettuale 26), e del glioma (letteratura non brevettuale 27).

Da modelli che utilizzano cellule di cancro del colon-retto, ¢ stato ulteriormente riportato che I’espressione di
hTROP2 ¢ coinvolta nella crescita cellulare delle cellule tumorali indipendente da impalcature e nella tumorigenesi in

topi immunodeficienti (letteratura non brevettuale 28).
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La letteratura non brevettuale 29 e la letteratura brevettnale 10 descrivono coniugati anticorpo-farmaco
contenenti un anticorpo anti-TROP2 (hRS7) coniugato ad un farmaco (SN-38). La letteratura brevetivale 13 descrive
coniugati di anticorpi per EPG-1 (anti-TROP2), compreso 'anticorpo hRS7, con agenti antitumorali, compresa la
camptotecina, per uso confro il cancro. La letteratura brevettuale 14 descrive ukteriori coniugati di hR87 ed SN-38. La
letterafura non brevettuale 6 descrive ia preparazione defla camptotecina exatecano (DX-8951) ¢ la sua utilitd come agente
antitumorale ed indica che ¢ piv potente rispetto ad SN-38,

In risposta a tali informazioni che suggeriscono I’associazione con il cancro, una pluraliia di anticorpi anti-
NTROP2 & stata finora sfabilita e studiata per { suoi effetti antitumorali. Tra questi anticorpi, viene qui descritto, per
esempio, un anticorpo non coniugato che mostra in se stesso attivitd antitumorale in modelli murini nudi di xenotrapianto
{letteratura brevettuale da 5 ad 8) cosi come un anticorpo che mosira attivita antitamorale come ADC con un farmaco
citotossico (fetteratura brevettuale da 9 a 12), Tuitavia, la forza o copertura della loro attiviia & ancora insufficiente, e vi
sono necessitd mediche insoddisfatte per h\TROP2 come bersaglio terapeutico.
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Ini relazione al trattamento di un tumore mediante un anticorpo, un effetto antitumorale insufficiente pud essere
osservato anche quando ’anticorpo riconosce un aniigene per legarsi alle celiule tumorali, e vi & un caso in cui € richiesto
un anticorpo antitumorale pit efficace. Inoltre, molti composti antitumorali a basso peso miolecolare hanno un problema
di sicurezza come effetti collaterali e tossicita, anche se i composti hanno un effetio antitumorale eccellente, rimane come
obiettivo raggiungere un effetto terapentico superiore aumentando ulteriormente la sicurezza. Cosi, un oggetto della
presente invenzione ¢ ottenere un farmaco antitumorale avente un eccellente effetto terapeutico, il quale ¢ eccellenie in
termini di effetto antitumorale e di sicurezza,

Gli inventori hanno pensato che, quando un composto antitfumorate exatecano viene convertito in un coniugato
anticorpo-farmaco, attraverso un gruppo funzionale strutturale di collegamento, mediante coniugazione all’anticorpo anti-
TROP2, il quale ¢ in grado di bersagliare le cellule tumorali, il quale ha una proprieta in grado di riconoscere le cellule

tumorali, una proprietd in grado di legarsi alle cellule tumorali, una proprieta di essere intermalizzato all'interno delle
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cellule tumorali, o simili, pud essere ottenuta Pattiviia citocida sulla base dell’anticorpo, il composto antitumorale pud
essere rilasciato pitt sicuramente alle cellule tumorali per mostrare specificamente I"effetto antitumorale del composto in
cellute tumorali, e cosi I'effetto antitmorale pud essere sicuramente mostrato, ed una dose del composto antitumorale
pud essere ridotta rispetto ad un caso di somministrazione del composto da solo, € cosi pud essere alleviata un’influenza
del composto antitumorale sutle cellule normali cost che possa essere oftenuta una sicurezza maggiore.

A questo proposito, gli inventori hanno generato un gruppo di collegamento con una struttura specifica e sono
riusciti ad ottenere un coniugato anticorpo-farmaco in cui Panticorpo anti-TROP2 ¢ {’exatecanc sono coniugati I'uno
all’altro attraverso il gruppo di collegamento, ed hanno confermato un effetto antitumorale eccellente mostrato dal
coniugato per completare quindi la presente invenzione,

Specificamente, la presente invenzione riguarda i seguenti.

{11 Un coningato anticorpo-farmaco in cui un composto antitumorale rappresentato dalla seguente formula:

Me

viene coniugato ad un anticorpo anti-TROP2 mediante un legame tioetere che si forma ad un gruppo funzionale per un
legame disolfuro presente in una parte cerniera dell’anticorpo anti-TROP2 aitraverso un gruppo di collegamento avente
una struttura rappresentata dalla seguente formula:

-LLL2LP-NH-(CH2nt-LA-(CH)n?-C(=0)-

in cui I"anticorpo anti-TROP2 ¢ connesso al terminale di L', il composto antitumorale & connesso al gruppo carbonile del
gruppo funzionale -(CHx)n>-C(=0)- con I'atomo di azoto del gruppo ammino in posizione 1 come posizione di
connessione,

in cui
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n' rappresenta un numero intero da 0 a 6,

n? rappresenta un numero interoda G a 5,

L! rappresenta -(succinimid-3-il-N)-(CHy)n-C(=0)-,

in cui n® rappresenta un numero intero da 2 ad 8,

L? rappresenta -NH-(CH,CHa-O)n*-CH>CH,-C(=0)- od un legame singolo,
in cui n* rappresenta un numero intero da 1 a 6,

L? rappresenta un residuo tetrapeptidico di -GGFG-,

L? rappresenta -O- od un legame singolo, e

-(succinimid-3-il-N}- ha una struttura rappresentata dalla seguente formula:
O

N-—

O
che €& connessa all’anticorpo anti-TROP2 nella sua posizione 3 ed & connessa ad un gruppo metilene nella struttura di
collegamento contenente questa struttura sull’atomo di azoto in posizione 1,
in cui "anticorpo anti-TROP2 comprende CDRH1 composta dalla sequenza amminoacidica defla SEQ ID NO: 23,
CDRH2 composta dalla sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 24 e CDRH3 composta dalla sequenza
amminoacidica della SEQ 1D NO: 23 nella sua regione variabile della catena pesante e CDRL1 composta dalla sequenza
amminoacidica della SEQ 1D NO: 26, CDRL2 composta dalla sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 27 ¢ CDRL3
composta dalla sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 28 nella sua regione variabile della catena leggera.
[2] Tl coniugato anticorpo-farmaco secondo il punto [ 1], in cui il gruppo funzionale strutturale di collegamento del farmaco
avente un farmaco connesso ad -L-L-LY-NH-(CH)n'-L*-{CH;)n*-C{=0}- & una struttura di collegamento del farmaco
scelta dal seguente gruppo:
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-i1-N)-CH,CH>-C(=0}-GGFG-NH-CH,CHCH;-C(=0)-(NH-DX),

10
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(succinimid-3-il-N)-CH>CH2CH>CH2CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(sucecinimid-3-il-N)-CH,CH,CH;CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH;CH;-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH,CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH;CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH>CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CH»-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH3;CH2CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH;-0O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH;CH;-0O-CH,CH;-0-CH3CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH:CH;,-C(=0)-(NH-
DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH;CH;-0O-CH,CH;-O-CHyCH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-
(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH;-0O-CH;CH;-O-CH;CH;3-0-CH,CH,-O-CH,CH;,-C(=0)-GGFG-NH-
CH>CH»,-C(=0)-(NH-DX), e
(succinimid-3-il-N)-CH,CH»-C(=0)-NH-CH,CH;-0-CH;CH,-0-CH,;CH;-O-CH2CH,-O-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-
CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX);

in cui -(succinimid-3-il-N)- ha una struttura rappresentata dalla seguente formula:

0
-

0

che ¢ connessa all’anticorpo anti-TROP2 nella sua posizione 3 ed ¢ connessa ad un gruppo metilene nella struttura di
collegamento contenente questa struttura sull’atomo di azoto in posizione 1,

(NH-DX) rappresenta un gruppo rappresentato dalla seguente formula:
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in cui I'atomo di azoto del gruppo ammino in posizione 1 ¢ una posizione di connessione, e

GGFG- rappresenta un residuo tetrapeptidico di -Gly-Gly-Phe-Gly-,

[3] 11 coniugato anticorpo-farmaco secondo il punto [2], in cui il gruppo funzionale strutturale di collegamento del farmaco
¢ una struttura di collegamento del farmaco scelta dal seguente gruppo:
(succinimid-3-il-N)-CH>CH>CH;CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CH;-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH;CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH;-0O-CH,-C(=0)-(NH-DX), e
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH;-0-CH,CH;-0-CH>CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-
(NH-DX).

[4] Il coniugato anticorpo-farmaco secondo il punto [3], in cui il gruppo funzionale strutturale di collegamento del farmaco
&

(succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH>CH3CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH3-0-CH»-C(=0)-(NH-DX).

[5] Il coniugato anticorpo-farmaco secondo il punto [3], in cui il gruppo tunzionale strutturale di collegamento del farmaco
€

(succinimid-3-il-N)-CH,CH;CH,CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH;-0-CH,-C(=0)-(NH-DX).

[6] Il coniugato anticorpo-farmaco secondo il punto [3], in cui il gruppo funzionale strutturale di collegamento del farmaco
€

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

[7] Tl coniugato anticorpo-farmaco secondo uno qualsiasi dei punti da [1] a [6], in cui I'anticorpo anti-TROP2 comprende

12



10

15

20

25

!

e

e

Dott.ssa Tiziana S/;nyTORO (USBM-CPI-072 BM)

una catena pesante ed una catena leggera scelte nel gruppo;

una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminocacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
ID NO: 12 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a
129 della SEQ ID NO: 18,

una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
ID NO: 14 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a
129 delia SEQ ID NO: 18,

una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
ID NO: 14 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a
129 della SEQ ID NO: 20, ed

una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
ID NO: 16 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a
129 della SEQ ID NO: 22,

[8] It coniugato anticorpo-farmaco secondo una qualsiasi dei punti da [1] a [6], in cui {anticorpo anti-TROP2 comprende
una catena pesante ed una catena leggera scelte nel gruppo;

una catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a.470 della SEQ ID NO: 12 ed una
catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 della SEQ ID NO: {8,

una catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 della SEQ 1D NO: 14 ed una
catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 delia SEQ 11D NO: 18,

una catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 delfa SEQ ID NO: 14 ed una
catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 della SEQ ID NO: 20, ed

una catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 della SEQ 1D NO: 16 ed una
catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 della SEQ ID NO: 22,

{9} Il coniugato anticorpo-farmaco secondo unoe qualsiasi dei punti da {1} a [6], in cui Panticorpo anti-TROP2 comprende

una regione variabile della catena pesante composta dalia sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
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ID NO: 12 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a
129 della SEQ ID NO: 18.

[10] Il coniugato anticorpo-farmaco secondo uno qualsiasi dei punti da [1] a [6], in cui 'anticorpo anti-TROP2 comprende
una catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 della SEQ ID NO: 12 ed una
catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 della SEQ ID NO: 8.

[11] Il coniugato anticorpo-farmaco secondo il punto [8], in cui Ianticorpo anti-TROP2 manca di un residuo di lisina
all’estremita carbossiterminale della catena pesante.

[12] Il coniugato anticorpo-farmaco secondo il punto [10], in cui 'anticorpo anti-TROP2 manca di un residuo di lisina
all’estremita carbossiterminale della catena pesante.

[13] Il coniugato anticorpo-farmaco secondo uno qualsiasi dei punti da [1] a [12], in cui un numero medio di unita della
struttura di collegamento del farmaco scelta coniugate per anticorpo € in un intervallo da 2 ad 8.

[14] Il coniugato anticorpo-farmaco secondo uno qualsiasi dei punti da [1] a [12], in cui un numero medio di unita della
struttura di collegamento del farmaco scelta coniugate per anticorpo & in un intervallo da 3 ad 8.

[15] Un farmaco contenente il coniugato anticorpo-farmaco secondo uno qualsiasi dei punti da [1] a [14], un suo sale, od
un suo idrato.

[16] Un farmaco antitumorale e/o un farmaco anticancro contenenti il coniugato anticorpo-farmaco secondo uno qualsiasi
dei punti da [1] a [14], un loro sale, od un loro idrato.

[17] Il farmaco antitumorale e/o il farmaco anticancro secondo il punto [16], per I'uso in un metodo di trattamento del
cancro del polmone, del cancro del rene, del cancro dell’urotelio, del cancro del colon-retto, del cancro della prostata, del
glioblastoma multiforme, del cancro dell’ovaio, del cancro del pancreas, del cancro della mammella, del melanoma, del
cancro del fegato, del cancro della vescica, del cancro dello stomaco, del carcinoma del collo dell’utero, del cancro della
testa e del collo, o del cancro dell’esofago.

[18] Una composizione farmaceutica comprendente il coniugato anticorpo-farmaco secondo uno qualsiasi dei punti da
[1] a [14], un suo sale, od un suo idrato come principio attivo, ed un componente della formulazione farmaceuticamente

accettabile.
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[19] La composizione farmaceutica secondo il punto [ 18], per I'uso in un metodo di trattamento del cancro del polmone,
del cancro del rene, del cancro dell’urotelio, del cancro del colon-retto, del cancro della prostata, del glioblastoma
multiforme, del cancro dell’ovaio, del cancro del pancreas, del cancro della mammella, del melanoma, del cancro del
fegato, del cancro della vescica, del cancro dello stomaco, del carcinoma del collo dell’utero, del cancro della testa e del
collo, o del cancro dell’esofago.
Effetti vantaggiosi dell’invenzione

Con un coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco avente un composto antitumorale exatecano coniugato
attraverso un gruppo di collegamento con una struttura specifica, possono essere ottenuti un effetto antitumorale ed una
sicurezza eccellenti.
Breve descrizione dei disegni
[Figura 1] La figura 1 mostra una sequenza nucleotidica (SEQ ID NO: 7) ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO:
8) di una catena pesante dell’anticorpo ¢TINAL,
[Figura 2] La figura 2 mostra una sequenza nucleotidica (SEQ ID NO: 9) ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO:
10) di una catena leggera dell’anticorpo ¢TINAL.
[Figura 3] La figura 3 mostra una sequenza nucleotidica (SEQ ID NO: 11) ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO:
12) di una catena pesante hTINAI-H1.
[Figura 4] La figura 4 mostra una sequenza nucleotidica (SEQ ID NO: 13) ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO:
14) di una catena pesante hTINA1-H2.
[Figura 5] La figura 5 mostra una sequenza nucleotidica (SEQ ID NO:; 15) ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO:
16) di una catena pesante hTINA1-H3,
[Figura 6] La figura 6 mostra una sequenza nucleotidica (SEQ ID NO: 17) ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO:
18) di una catena leggera hTINA1-L1.
[Figura 7] La figura 7 mostra una sequenza nucleotidica (SEQ ID NO: 19) ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO:
20) di una catena leggera h"TINA1-1.2,
[Figura 8] La figura 8 mostra una sequenza nucleotidica (SEQ ID NO: 21) ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO:
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22) di una catena leggera hTINA1-L3.

[Figura 9] La figura 9 mostra una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO: 23) di CDRHI di un anticorpo TINAI, una
sequenza amminoacidica (SEQ ID NO: 24) di CDRH2 di questo, una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO: 25) di
CDRH3 di questo, una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO: 26) di CDRLI di questo, una sequenza amminoacidica
(SEQ ID NO: 27) di CDRL2 di questo, ed una sequenza amminoacidica (SEQ ID NO: 28) di CDRL3 di questo.

[Figura 10] La figura 10 mostra la capacita di internalizzazione cellulare di un anticorpo anti-CD9, di un anticorpo anti-
CD46, di un anticorpo anti-CD355, di un anticorpo anti-CD39, di un anticorpo anti-CD71, di un anticorpo anti-CD73, di
un anticorpo anti-CD 147, di un anticorpo anti-CD276, di un anticorpo anti-EpCAM, di un anticorpo anti-EGFR, e di un
anticorpo anti-TROP2 (anticorpo TINA1).

[Figura 11] La figura 11 mostra la capacita di internalizzazione cellulare di un anticorpo anti-CDS9, di un anticorpo anti-
CD71, di un anticorpo anti-EGFR, di un anticorpo anti-EpCAM, e di un anticorpo anti-TROP2 (anticorpo TINA1).
[Figura 12] La figura 12 mostra la capacita di internalizzazione cellulare di vari anticorpi anti-TROP2,

[Figura 13] La figura 13 mostra [’effetto antitumorale di un coniugato anticorpo-farmaco (1), (6), o (12) su una linea
cellulare umana di cancro del colon-retto COLO205 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nw/nu.

[Figura 14] La figura 14 mostra ['effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (1), (6), o (12) su una linea
cellulare umana di adenocarcinoma pancreatico BxPC-3 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nu/nu,

[Figura 15] La figura 15 mostra ’effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (1), (6), o (12) su una linea
cellulare umana di adenocarcinoma pancreatico Capan-1 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nu/nu,

[Figura 16] La figura 16 mostra I’effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (2), (5), (7), o (10) su una linea
cellulare umana di cancro del colon-retto COLO205 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nw/nu,

[Figura 17] La figura 17 mostra [’effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (2), (5), (7), o (10) su una linea
cellulare umana di adenocarcinoma pancreatico BxPC-3 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/¢c-nu/nu,

[Figura 18] La figura 18 mostra [’effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (3), (4), (8), o (9) su una linea
cellulare umana di cancro del colon-retto COLO205 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nuw/nu,

[Figura 19] La figura 19 mostra I’effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (3), (4), (8), o (9) su una linea
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cellulare uinana di adenocarcinoma pancreatico BxPC-3 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nu/nu.
[Figura 20] La figura 20 mostra 'effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (3), (4), (8), ¢ (9) su una linea
cellulare umana di cancro dell’ovaio NIH:OVCAR-3 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nu/nu.
{Figura 21} La figura 21 mostra I’effetto antitunorale del coniugato anticorpo-farmaco (3), (4), (8), o (9) su una linea
cellulare umana di cancro dello stomaco NCI-N87 irapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nu/nu.
{Figura 22} La figura 22 mostra 'effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (3), (4), (8), o (9) su una linea
cellulare umana di cancro del polmone NCI-H292 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nuw/nu.
{Figura 23] La figura 23 mostra 'effetio antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (3), (4}, (8), o (9) su una linea
cellulare umana di cancro della gola FaDu trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nw/nu.
[Figura 24] La figura 24 mostra {'effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (3), (4), (8), ¢ (9) su una linea
cellulare umana di adenocarcinoma pancreatico CFPAC-1 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nu/nu,
[Figura 25] La figura 25 mostra 'effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (8) o {13) su una linea cellulare
umana di adenocarcinoma pancreatico CFPAC-1 trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nw/nu.
fFigura 26] La figura 26 mostra I’effetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (8) o (13) su una linea cellulare
umana di adenocarcinoma pancreatico HPAC trapiantata per via sottocutanea in topi BALB/c-nu/nu.
[Figura 27] La figura 27 mostra Peffetto antitumorale del coniugato anticorpo-farmaco (8) o (13) su tessuti umani di
cancro defl’esofago trapiantati per via sottocutanea su topi NOD-SCID.
Descrizione delle forme di realizzazione

In seguito, modi preferiti per realizzare la presente invenzione verranno descritti con riferimento ai disegni. Le
forme di realizzazione descritte sotto vengono fornite cotne esempi tipici delle forme di realizzazione della presente
invenzione e non sono intese a limitare "ambito della presente invenzione,

I coniugato anticorpe anti-TROP2-farmaco della presente invenzione & un farmaco antitumorale in cui un
anticorpo anti-TROP2 viene coniugato ad un composto antitumorale attraverso un gruppo funzicnale strutturale di

collegamento e spiegato in dettaglio qui sotto.
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[Anticorpo]

L’anticorpo anti-TROP2 utilizzato nel coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione pud
essere derivato da qualsiasi specie, ed esempi preferiti della specie possono includere uomo, ratli, topi, e conigli. Nel caso
in cut sia derivato da specie diverse dall’uomo, ¢ preferibilmente chimerizzato od umanizzato utilizzando una tecnica ben
nota. L’anticorpo della presente invenzione pud essere un anticorpo poticlonale od un anticorpo monoclonale ed &
preferibilmente un anticorpe monoclonale,

L’anticorpo anti-TROP2 ¢ in grado di bersagliare le cellule tumorali, ciod, ha una proprietd in grado di
riconoscere una cellula tumorale, una proprietd in prado di legarsi ad una cellula tumorale, una proprieta di essere
internalizzato in una cellula tumorale, o simili, e pud essere convertito in un coniugato anticorpo-farmaco mediante
coniugazione ad un composto avente attivitd antitumorale attraverso un gruppo di collegamento,

L’attivitd di legame dell’anticorpo nei confronti delle cellule twmorali pud essere confermata utilizzando ia
citometria a flusso. Esempi del metodo per confermare I'internalizzazione dell’anticorpo nelle cellule tumorali possono
includere (1) un saggio di visualizzazione di un anticorpo incorporato nelle cellule al microscopio a fluorescenza
utilizzando un anticorpo secondario (marcato in modo fluorescente) che si lega all’anticorpo terapeutico {Celf Death and
Differentiation (2008) 15, da 751 a 761), (2) un saggio di misurazione di un’intensita di fluorescenza incorporata nelte
cellule utilizzando un anticorpo secondario {marcato in modo fluorescente} che si lega all’anticorpo terapeutico
{Molecular Biology of the Cell, volume 15, da 5268 a 5282, dicembre 2004), o (3) un saggio Mab-ZAP che utilizza
un’immunotossina che si lega all anticorpo terapeutico in cui la tossina viene rilasciata a seguito dell’incorporazione nelle
cellule per inibire la crescita cellulare (Bio Techniques 28: da 162 a 165, gennaio 2000). Una proteina ricombinante
complessa di una regione catalitica della tossina difterica e di una proteina G pud essere utilizzata come immunotossina,

Poiché il farmaco coniugato net coniugato anticorpo-farmaco esercita un effetto antitumorale, & preferito ma non
essenziale che I'anticorpo stesso abbia un effetto antitumorale. Allo scopo di esercitare specificamente e selettivamente
Iattivita citocida del composto antitumorale sulle cellule tumorali, & importante ed anche preferito che I’anticorpo abbia
la proprieta di essere internalizzato per migrare netle cellule tumorali.

L’anticorpo anti-TROP2 pud essere ottenuto utilizzando un metodo solitamente realizzato neli’arte, il quale
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implica {'immunizzazione degli animali con un polipeptide antigenico e la raccolia e la purificazione degli anticorpi
prodoiti in vivo. L origine dell’antigene non ¢ limitata all’uomo, ¢ gh animali possono essere immunizzati con un antigene
derivato da un animale diverso dall’uomo quale un topo, un ratto e simili. In questo caso, la reattivitd incrociata deghi
anticorpi che si legano all’antigene eterologo ottenuto con antigeni umani pud essere testata per esaminare un anticorpo
applicabile ad una malatiia umana.

In alternativa, cellule producenti anticorpi che producono anticorpi contro I’antigene sono fuse con cellule di
mieloma secondo un metodo noto nell’arte (per esempio Kohler ¢ Milstein, Nature (1975) 256, pagine da 495 a 497; ed
a cura di Kennet, R., Monoclonal Antibodies, pagine da 365 a 367, Plenum Press, N.Y, (1980)) per stabilire ibridomi, da
culi possono a loro volta essere ottenuti anticorpi monoclonali.

L’antigene pud essere ottenuto ingegnerizzando geneticamente le cellule ospiti per produrre un gene codificante
per la proteina antigenica. Specificamente, vettori che permettono espressione del gene dell’antigene vengono preparati
¢ trasferiti alle cellule ospiti cosi che il gene venga espresso. L antigene cosi espresso pud essere purificato, L'anticorpo
pud anche essere ottenuto utilizzando un metodo di immunizzazione degli animali con le cellule esprimenti un antigene
ingegnerizzate geneticamente descritte sopra o con una linea cellulare esprimente ’antigene.

L’anticorpo anti-TROP2 pud essere ottenuto mediante una procedura nota nell’arte.

L’anticorpo anti-TROP2 che pud essere utilizzato nella presente invenzione non & particolarmente limitato e, per
esempio, possono essere preferibilmente utilizzati quelli specificati dalle sequenze amminoacidiche mostrate nell’elenco
delle sequenze della presente domanda. L’anticorpo anti-TROP2 utilizzato nella presente invenzione ha preferibilmente
proprietd come descritte sotto.

{1) Un anticorpo avente le seguenii proprieta:

(a) si lega specificamente a TROP2, e

(b) ha un’attivita di internalizzazione in cellule esprimenti TROP2 legandosi a TROP2.

{2) L’anticorpo secondo il punto (1), in cui TROP2 ¢ TROP2 umana.

(3) L'anticorpo secondo il punto (1) o (2), in cui Panticorpo ha CDRHI1 comprendente la sequenza amminocacidica

rappresentata dalla SEQ ID NO: 23, CDRH2 comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO:
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24, e CDRH3 comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 25 come regioni determinanti
la complementarietd della catena pesante, ¢ CDRL1 comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ
iID NO: 26, CDRL2 comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 27, ¢ CDRL3
comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 28 come regioni determinanti la
complementarieta della catena leggera.

(4} L’anticorpo secondo qualsiasi dei punti da (1) a (3}, in cui la sua regione costante & una regione costante di derivazione
umana.

{5) L'anticorpo secondo gualsiasi dei punti da (1) a (4), in cui 'anticorpo & un anticorpo umanizzato.

{6) L’anticorpo secondo il punto (5), in cui I'anticorpo ha una regione variabile della catena pesante comprendente una
sequenza amminoacidica scelta nel gruppo composto da (a) una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 12, (b) una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 14, {¢) una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 16, (d) una sequenza amminoacidica avente almeno il 95% o pit di
omologia con qualsiasi delle sequenze da (a) a (¢), ed (e) una sequenza amminoacidica derivata da qualsiasi delle sequenze
da (a) a (c) mediante le delezioni, le sostituzioni, o le aggiunte di almeno un amminoacido, ed una regione variabile della
catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica scelta nel gruppo composto da (f) una sequenza
amminoacidica descriita nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 18, (g) una sequenza
amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 20, (h) una sequenza
amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 22, (i) una sequenza
amminoacidica avente almeno il 95% o pii di omologia con qualsiasi delle sequenze da (f) ad {h), e (j) una sequenza
amuninoacidica derivata da qualsiasi delle sequenze da (f) ad (h) mediante le delezioni, le sostituzioni, o le aggiunte di
almeno un amminoacido.

(7) L'anticorpo secondo il punto (6), in cui I'anticorpo ha una regione variabile della catena pesante ed una regione
variabile detla catena leggera scelte nel gruppo composto da una regione variabile della catena pesante comprendente una

sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ 1D NO: 12 ed una regione
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variabile della catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni ammincacidiche da 21
a 129 nella SEQ ID NO: 18, una regione variabile della catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 12 ed una regione variabile detla catena leggera
comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 20,
una regione variabile della catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 12 ed una regione variabile della catena leggera comprendente una
sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni ammincacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 22, una regione
variabile della catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritia nelle posizioni amminoacidiche da
20 a 140 nella SEQ ID NO: 14 ed una regione variabile della catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni ammincacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 18, una regione variabile della catena pesante
comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 nelta SEQ ID NO: 14
ed una regione variabile della catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 21 a 129 nelta SEQ ID NO: 20, una regione variabile della catena pesante comprendente una sequenza
amminoacidica descritta nelle posizioni anuninoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 14 ed una regione variabile delia
catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella
SEQ ID NO: 22, una regione variabile della catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta neile
posiziont amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ 1D NO: 16 ed una regione variabile della catena leggera comprendente
una sequenza amminoacidica descrifta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 18, una regione
variabile delia catena pesante comprendente una sequenza ammincacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da
20 a 140 nella SEQ 1D NO: 16 ed una regione variabile della catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 20, ed una regione variabile della catena pesanie
comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ 1D NO: 16
ed una regione variabile della catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 22,

(8) L’anticorpo secondo il punto (7), in cui l'anticorpo ha una regione variabile della catena pesante ed una regione
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variabile della catena leggera scelte nel gruppo composto da una regione variabile della catena pesante comprendente una
sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 12 ed una regione
variabile della catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21
a 129 nella SEQ ID NO: 18, una regione variabile della catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 14 ed una regione variabile della catena leggera
comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 18,
una regione variabile della catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 20 a 140 nella SEQ ID NO: 14 ed una regione variabile della catena leggera comprendente una
sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 20, ed una regione
variabile della catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da
20 a 140 nella SEQ ID NO: 16 ed una regione variabile della catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 nella SEQ ID NO: 22.

(9) Lanticorpo secondo il punto (6) o (7), in cui I'anticorpo comprende una catena pesante ed una catena leggera scelte
nel gruppo composto da una catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 nella SEQ ID NO: 18, una catena pesante comprendente una
sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera
comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 nella SEQ ID NO: 20,
una catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470
nella SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 21 a 234 nella SEQ ID NO: 22, una catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera comprendente una
sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 nella SEQ ID NO: 18, una catena pesante
comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 14

ed una catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234
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nella SEQ ID NO: 20, una catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 nella SEQ ID NO: 22, una catena pesante comprendente una
sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 nelfa SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera
comprendente una sequenza amminocacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 nella SEQ ID NO: 18,
una catena pesante comprendente una sequenza ammincacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470
nella SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 21 a 234 nella SEQ ID NO: 20, ed una catena pesante comprendenite una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera comprendente una
sequenza amminoacidica descritla nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 nella SEQ 1D NO: 22,

(10) L’anticorpo secondo il punio (6) o (7), in cui I"anticorpo comprende una catena pesante ed una catena leggera scelte
nel gruppo composto da una catena pesante comprendente Ia sequenza anuninoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO:
12 ed una catena leggera comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 18, una catena
pesante comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera
comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 20, una catena pesante comprendente la
sequenza amminoacidica rappresentata daila SEQ 1D NO: 12 ed una catena leggera comprendente la sequenza
anuninoacidica rappresentata datla SEQ TD NO: 22, una catena pesante comprendente la sequenza amminoacidica
rappresentata dalla SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera comprendente la sequenza amminocacidica rappresentata dalla
SEQ 1D NO: 18, una catena pesante comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 14 ed
una catena leggera comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 20, una catena pesante
comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dafla SEQ ID NO: 14 ed una calena leggera comprendente 1a
sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 22, una catena pesante comprendente la sequenza
annninoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera comprendente la sequenza amminoacidica
rappresentata dalla SEQ ID NO: 18, una catena pesante comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla

SEQ D NO: 16 ed una catena leggera comprendente fa sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 20, ed
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una catena pesante comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalta SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera
comprendente la sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ 1D NO: 22,
(11} L’anticorpo secondo il punto (8), in cui I’anticorpo comprende una catena pesante ed una catena leggera scelte nel
gruppo composto da una catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 netla SEQ 1D NO: 18, una catena pesante comprendente una
sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera
conmprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminocacidiche da 21 a 234 nella SEQ 1D NO: 18,
una cafena pesante comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminecacidiche da 20 a 470
nella SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera comprendente una sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni
amninoacidiche da 21 a 234 nella SEQ ID NO: 20, ed una catena pesante comprendente una sequenza amminoacidica
descritta nelle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 nella SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera comprendente una
sequenza amminoacidica descritta nelle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 nelia SEQ ID NO; 22,
(12) L anticorpo secondo qualsiasi dei punti da (1) ad (11), in cui 'anticorpo manca di un residuo di lisina all’estremita
carbossiterminale della catena pesante.
(13) Un anticorpo ottenuto mediante un metodo per produrre Panticorpo secondo qualsiasi dei punti da (1) a (12), il
metodo comprendendo i passaggi di: sottoporre a coltura una cellula ospite trasformata con un vettore di espressione
contenente un polinucleotide coditicante per I'anticorpo; e raccogliere 'anticorpo d’interesse dalle colture ottenute nel
passaggio precedente.

In seguito, viene descritto ’anticorpo anti-TROP2 utilizzato nell’invenzione.

1 termini “cancro” e “tumore” come qui utilizzati vengono utilizzati con lo stesso significato,

1l termine “gene” come qui utilizzato non comprende solo DNA, ma anche suo mRNA, suo ¢cDNA, e suo cRNA.

Il termine “polinucleotide” come qui utilizzato viene utilizzato con lo stesso significato di acido nucleico e
comprende anche DNA, RNA, sonde, cligomucleotidi, ed inneschi.

I termini “polipeptide” e “proteina” come qui utilizzati vengono wtilizzati senza distinzione.
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Il termine “cellula™ come qui utilizzato comprende anche ceflule in un soggetto animale e cellule sottoposte a
coltura.

il termine “TROP2” come qui utilizzato viene utilizzato con lo stesso significato di proteina TROP2.

Il termine “CDR” come qui utilizzato si riferisce ad una regione determinante la complementarieta (CDR). E
noto che ciascuna catena pesante e leggera di una molecola anticorpale ha tre regioni determinanti la complementarieta
(CDR). La CDR ¢ chiamata anche dominio ipervariabile, ed & presente in una regione variabile di ciascuna catena pesante
e leggera di un anticorpo. E un sito che ha una variabilitd insolitamente elevata nella sua struttura primaria, e vi sono tre
CDR separate nella struttura primaria di ciascuna catena polipeptidica pesante ¢ leggera. In questa descrizione, come per
le CDR di un anticorpo, le CDR della catena pesante sono rappresentate da CDRHI, CDRH2, ¢ CDRH3 dal lato
amminoterminale delia sequenza amminoacidica della catena pesante, ¢ le CDR della catena leggera sono rappresentate
da CDRLI, CDRL2, ¢ CDRL3 dal lato amminoterminale della sequenza amminoacidica della catena leggera. Questi siti
sonto vicini I'uno all’altro nella struttura terziaria e determinano la specificitd per un antigene a cui ’anticorpo si lega.

La frase “{"ibridazione viene eseguita in condizioni stringenti” come qui utilizzata si riferisce ad un procedimento
in cui Pibridazione viene eseguita in condizioni in cui Pidentificazione pud essere ottenuta eseguendo I'ibridazione a
68°C in una soluzione per l'ibridazione disponibile in commercio ExpressHyb Hybridization Solution (prodotta da
Clontech, Inc.) od eseguendo I'ibridazione a 68°C in presenza di NaCl da 0,7M ad 1,0M utilizzando un filtro avente DNA
immobilizzato su di esso, cui segue 1'esecuzione del lavaggio a 68°C utilizzando una soluzione di SSC da 0,1x a 2x (la
soluzione di SSC 1x ¢ costituita da NaCl 150mM e da citrato di sodio t5SmM) od in condizioni equivalenti a queste,

1. TROP2

TROPZ & un membro della famiglia di TACSTD espresso nei irofoblasti umani ed € una proteina transmembrana
a singolo passo di tipo 1 della membrana cellulare coinvolta nella resistenza immunitaria, la quale ¢ comune per i
trofoblasti e le cellule cancerose umani.

Per quanto riguarda la proteina TROP2 da utilizzare nell’invenzione, la proteina TROP2 pud essere purificata
direttamente dalle cellule esprimenti TROP2 di un uomo o di un mammifero diverso dall’wvomo (quale un ratto od un

topo) ed utilizzata, od una frazione di membrana cellulare delle cellule descritle sopra pud essere preparata ed utilizzata.
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Inoltre, TROP2 pud essere ottenuta mediante sua sintesi in vitro o sua produzione in una cellula ospite attraverso
Pingegneria genetica. Nell’ingegneria genetica, specificamente, dopo che il cDNA di TROP2 viene integrato in un vettore
in grado di esprimere il cDNA di TROP2, la proteina TROP2 pud essere ottenuta sintetizzandola in una soluzione
contenente un enzima, un substrato ed una sostanza energetica richiesta per la trascrizione e per fa traduzione, od
espriendo TROP2 in un’altra cellula ospite procariotica od eucariotica trasformaia. In alternativa, le cellule esprimenti
TROP2 ingegnerizzate geneticamente descritte sopra od una linea cellulare esprimente TROP2 possono essere utilizzate
come proteina TROP2.

La sequenza nucleotidica e la sequenza amminoacidica di TROP2 sono disponibili su una banca dati pubblica ¢
possono essere indicate, per esempio, con i No. di accesso NM_002353 ed NP_002344 (NCBI).

Inoltre, una proteina che consiste di una sequenza amminoacidica in cui uno o diversi amminoacidi vengono
sostituiti, eliminati efo aggiunti in qualsiasi delle sequenze amminoacidiche di TROP2 descritte sopra ed ha anche
un’attivitd biologica equivalente a quella della proteina ¢ anch’essa inclusa in TROP2,

La proteina TROP2 umana & costituita da una sequenza segnale composta da 26 residui amminoacidici
amminoterminali, da un dominio extracellulare composto da 248 residui amminoacidici, da un dominio transmembrana
costituito da 23 residui amminoacidici, e da un dominio intracellulare composto da 26 residui amminoacidici.

2. Produzione di un anticorpo anti-TROP2

L’anticorpo contro TROP2 dell’invenzione pud essere ottenuto utilizzando un metodo solitamente realizzato
nell’arte, il quale implica I'immunizzazione di un animale con TROP2 o con un polipeptide arbitrario scelio dalla
sequenza amminoacidica di TROP2, ¢ la raccolta e la purificazione dell’anticorpo prodotto in vivo. La specie biologica
di TROP2 da utilizzare come antigene non ¢ limitata all’uomo, ed un animale pud essere immunizzato con TROP2
derivata da un animale diverso dall’'uomo quale un topo od un ratio. In questo caso, esaminando la reattivita incrociata
tra un anticorpo che si lega alla TROP2 eterologa ottenuta e TROP2 wmana, pud essere scelto un anticorpo applicabile ad
una malattia umana.

Inoltre, un anticorpo monoclonale pud essere ottenuto da un ibridoma stabilito unendo ceflule producenti

anticorpi che producono un anticorpo contro TROP2 con cellule di mieloma secondo un metodo noto (per esempio Kohler
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¢ Milstein, Nature, (1975) 256, pagine da 495 a 497; a cura di Kennet, R., Monoclonal Antibodies, pagine da 365 a 367,
Plenum Press, N.Y. (1980)).

TROP?2 da utilizzare come antigene pud essere ottenuta esprimendo il gene di TROP2 in una cellula ospite
utilizzando ’ingegneria genetica,

Specificamente, viene prodotto un vettore in grado di esprimere il gene di TROP2, ed il vetiore risultante viene
trasfettato in una cellula ospite per esprimere il gene, e quindi, la TROP2 espressa viene purificaia.

In alternativa, le cetlule esprimenti TROP2 ingegnerizzate geneticamente descritte sopra od una linea cellulare
esprimente TROP2 possono essere utilizzate come proteina TROP2. In seguito, viene descritto specificamente un metodo
per ottenere un anticorpo contro TROP2,

(1) Preparazione dell’antigene

Esempi dell’antigene da utilizzare per produrre Panticorpo anti-TROP2 includono TROP2, od un polipeptide
composto da una sequenza amminoacidica parziale comprendente almeno 6 amminoacidi consecutivi di TROP2, od un
derivato ottenuto aggiungendo a quesia una data sequenza amminoacidica o veicolante,

TROP2 pud essere purificata diretiamente da tessuti tumorali umani o da cellule tumorali ed utilizzata. Inoltre,
TROP2 pud essere ottenuta sintetizzandola in vitro o producendola in una cellula ospite mediante 1'ingegneria genetica.

In relazione all’ingegneria genetica, specificamente, dopo che il cDNA di TROP2 viene integrato in un vettore
in grado di esprimere il cDNA di TROP2, ’antigene pud essere ottenuto sintetizzandolo in una soluzione contenente un
enzima, un substrato ed una sostanza energetica richiesta per la trascrizione e per la traduzione, od esprimendo TROP2
in un*altra cellula ospite procariotica od eucariotica trasformata,

Inolire, Iantigene pud anche essere ottenuto come proteina secretoria esprimendo una proteina di fusione
ottenuta ligando il dominio extracellulare di TROP2, la quale ¢ una proteina di membrana, alla regione costante di un
anticorpo in un sistema ospite-vetiore appropriato,

1FeDNA di TROP2 pud essere ottenuto, per esempio, mediante un cosiddetto metodo di PCR in cui una reazione
a catena della polimerasi (di seguito indicata come “PCR"; si veda Saiki, R. K., et al., Science, (1988) 239, pagine da 487

a 489) viene eseguita utilizzando una libreria di ¢cDNA esprimente ¢DNA di TROP2 come stampo ed inneschi che
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amplificano specificamente il cDNA di TROP2.

Come sintesi in vitro del polipeptide, per esempio, pud essere esemplificato, ma senza limitazione, il sistema di
traduzione rapida (RTS) prodotto da Roche Diagnostics, Inc.

Esempi delle cellule ospiti procariotiche inclrdono Escherichia coli e Bacillus subtilis. Alle scopo di trasformare
le celiule ospiti con un gene bersaglio, le cellule ospili vengono trasformate mediante un vettore plasmidico comprendente
un replicone, ciog, un’origine di replicazione derivata da una specie compatibile con Pospite, ed una sequenza di
regolazione. Inoltre, il vettore ha preferibilmente una sequenza in grado di imporre selettivitd fenotipica sulla cellula
trasformata.

Esempi delle cellule ospiti eucariotiche includono cellule di veriebrati, cellule di insetto, e cellule di lievito.
Come cellule di vertebrati vengono spesso utilizzate, per esempio, cellule COS di scimmia (Gluzman, Y., Cell, (1981)
23, pagine da 175 a 182, ATCC CRL-1650; ATCC: American Type Culture Collection), fibroblasti di topo NIH3T3
{numero di ATCC CRL-1658), ¢ ceppi carenti della diidrofolato reduttasi (Urlaub, G, e Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1980) 77, pagine da 4126 a 4220) di cellule ovariche di criceto cinese (cellule di CHO; ATCC: CCL-61); e
simili, tuttavia, le celinle non sono limitate a queste.

11 trasformante cosi ottenuto pud essere sottoposto a coltura secondo un metodo solitamente realizzato nelParte,
e mediante la sottoposizione a coltura del irasformante, un polipeptide bersaglio viene prodotto a livelio intracellulare od
extraceliulare,

Un terreno adatto da utilizzare per la sottoposizione a coltura pud essere scelto da parte di coloro che sono esperti
nell’arte da vari terreni di coltura comunemente utilizzati in relazione alle cellule ospiti impiegate. Se viene impiegato
Escherichia coli, per esempio, pud essere utilizzato un terreno LB arricchito con un antibiotico quale ampicillina od IPMG
come richiesto.

Una proteina ricombinante prodotta a livello intracellulare od exiracellulare mediante il trasformante attraverso
tale sotioposizione a coltura pud essere separata ¢ purificata mediante qualsiasi di vari metodi di separazione noti
utilizzando le proprieta fisiche o chimiche della proteina,

Esempi specifici dei metodi includono il trattamento con un comune precipitante delle proteine, con
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ultrafiltrazione, con vari tipi di cromatografia liquida quali la cromatografia con setacci molecolari (permeazione su gel),
Ia cromatografia di adsorbimento, la cromatografia a scambio ionico, e la cromatografia di affinita, con dialisi, e con una
loro combinazione.

Inoftre, attaccando un’ctichetta di sei residui di istidina ad una proteina ricombinante da esprimere, la proteina
pud essere efficientemente purificata con una colonna di affinita per il nichel. In alternativa, attaccando ta regione Fc
dell’IgG ad una proteina ricombinante da esprimere, la proteina pud essere efficientemente purificata con una colonna
con la proteina A.

Combinando i metodi descritti sopra, una quantitad elevata di un polipeptide bersaglio pud essere facilmente
prodotia con una resa elevata ¢ con una purezza elevata,

If trasformante stesso descritto sopra pud anch’esso essere utiizzato come antigene. In alternativa, una linea
cellulare esprimente TROP2 pud essere utilizzata come antigene. Esempi di una tale linea cellulare possono includere
linee umane di cancro del polmone NCI-H322, PC14, NCIH-H2122, ed LCAMI, una linea umana di cancro della prostata
PC3, linee umane di cancro del pancreas BxPC-3, Capan-1, e PK-1, una linea umana di cancro dell’ovaio SKOV3, ed
una linea umana di cancro del colon-retto COLO203, sebbene la linea cellulare secondo la presente invenzione non sia
limitata a queste linee cellulari purché esprimente TROP2,

(2) Produzione di un anticorpo monoclonale anti-TROP2

Esempi dell’anticorpo che si legano specificamenie a TROP2 includono un anticorpo monoclonale che si lega
specificamente a TROP2, ed un metodo per ottenere tale anticorpo & come descritto sotto.

La produzione di un anticorpo monoclonale richiede in generale i seguenti passaggi operativi di:

{a} purificazione di un biopolimero da utilizzare come antigene, o preparazione di cellule esprimenti un antigene;

(b) preparazione di cellule che producono anticorpi immunizzando un animale mediante iniezione dell’antigene, raccolta
del sangue, analisi del suo titolo anticorpale per determinare quando la milza viene asportata;

(c} preparazione di cellule di mieloma (di seguito indicate come “mieloma’);

(d) fusione delle cellule che producono aniicorpi con il mieloma;

() esame di un gruppo di ibridomi che producono un anticorpo desiderato;
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(f) divisione degli ibridomi in cloni da singola cellula (clonaggio);

(g) facoltativamente, sottoposizione a coltura dell’ibridoma od allevamento di un animale a cui & stato impiantato
’ibridoma per produrre una quantita elevata di anticorpo monoclonale;

(h) esame dell’anticorpo monoclonale cosl prodotto per Pattivita biologica e per la specificita di legame, od esame dello
stesso per le proprieta come reagente marcato; e simili,

In seguito, il metodo per produrre un anticorpo monoclonale verra descritto in dettaglio seguendo i passaggi di
cui sopra, tuttavia, il metodo non & limitato a quesli e, per esempio, possono essere utilizzate cellule che producono
anticorpi diverse dalle cellule della milza e di mieloma,

(a) Purificazione dell’antigene

Come antigene, pud essere utilizzata TROP2 preparata mediante il metodo come descritto sopra od un suo
peptide parziale.

Inoltre, una frazione di membrana preparata dalle cellule ricombinanti esprimenti TROP2 o le cellule
ricombinanti esprimenti TROP2 stesse, ed anche un peptide parziale della proteina dell’invenzione sintetizzato
chimicamente mediante un metodo noto a coloro che sono esperti nell’arte possone anch’essi essere utilizzati come
antigene,

Inoltre, una linea cellulare esprimente TROP2 pud anch’essa essere utilizzata come antigene.

{(b) Preparazione di cellule che producono anticorpi

L’antigene ottenuto nel passaggio (a) viene miscelato con un adiuvante quale un adiuvante completo od
incompleto di Freund o con un agente ausiliario quale solfato di alluminio e potassio e fa miscela risultante viene utilizzata
come intmunogeno per immunizzare un animale da esperimento. In un metodo atternativo, P’animale da esperimento &
immunizzato con le cellule esprimenti un antigene come immunogeno. Come animale da esperimento, qualsiasi animale
utilizzato in un metodo di produzione di ibridomi noto pud essere utilizzato senza impedimento. Specificamente, per
esempio, possono essere utilizzati un topo, un ratto, una capra, una pecora, un bovino, un cavatlo, o simili. Tuttavia, dal
punto di vista della facilita di disponibilita di cellule di mieloma da fondere con le cellule estratte che producono anticorpi,

viene utilizzato preferibilmente un topo od un ratto come animale da immunizzare.
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Q)

Inoltre, il ceppo da utilizzare di un topo o di un ratto non & particolarmente limitato, e nel caso di un topo, per
esempio, possono essere utilizzati vari ceppi quali A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA,
FL, HTH, HT1, LP, NZB, NZW, RF, R 111, SIL, SWR, WB, e 129 e simili, e nel caso di un ratto, per esempio, possono
essere utilizzati Wistar, Low, Lewis, Sprague, Dawley, ACI, BN, Fischer e simili.

Questi topi e ratti possono essere ottenuti da allevatori/distributori di animali da esperimento, per esempio, CLEA
Japan, Inc. e Charles River Laboratories Japan, Inc.

In considerazione della compatibilita di fusione con le cellule di mieloma descritte sotto, nel caso di un topo, il
ceppo BALB/c, e nel caso di un ratto, i ceppi Wistar e Low sono particolarmente preferiti come animale da immunizzare.

Inoltre, in considerazione dell’omologia antigenica tra uomo e topi, & anche preferito utilizzare un topo avente
una funzione biologica ridotta per rimuovere gli autoanticorpi, ¢iog, un topo con una malattia autoimmune.

L’eta di tale topo o ratto al momento dell’immunizzazione & preferibilmente da 5 a 12 settimane di eta, pil
preferibilmente da 6 ad 8 settimane di eta.

Allo scopo di immunizzare un animale con TROP2 o con un suo ricombinante, per esempio, pud essere utilizzato
un metodo noto descritto in dettaglio, per esempio, in Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology volumi I, 11,
111, Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987); in Kabat, E. A. e Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry,
Charles C Thomas Publisher Springfield, Illinois (1964) o simili.

Tra questi metodi di immunizzazione, un metodo specifico preferito nella presente invenzione &, per esempio,
come segue.

Ciog¢, prima, una frazione di proteina di membrana che serve come antigene o cellule indotte ad esprimere
["antigene &/sone somministrata/e per via intradermica o per via intraperitoneale ad un animale, Tuttavia, la combinazione
di entrambe le vie di somministrazione si preferisce per aumentare 'efficienza di immunizzazione, e quando una
somministrazione intradermica viene eseguita nella prima meta ed una somministrazione intraperitoneale viene eseguita
nella seconda meta o solo all’ultimo dosaggio, ’efficienza di immunizzazione pud essere particolarmente aumentata.

Il programma di somministrazione dell’antigene varia in relazione al tipo di animale da immunizzare, alla

differenza individuale o simili. Tuttavia, in generale, si preferisce un programma di somministrazione in cui la frequenza
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di somministrazione dell’antigene ¢ da 3 a 6 volte e 'intervallo di dosaggio € da 2 a 6 settimane, ed & piu preferito un
programma di somministrazione in cui la frequenza di somministrazione dell’antigene € da 3 a 4 volte e 'intervallo di
dosaggio € da 2 a 4 settimane.

Inoltre, la dose dell’antigene varia in relazione al tipo di animale, alle differenze individuali o simili, tuttavia, la
dose ¢ in generale regolata da 0,05 mg a 5 mg, preferibilmente circa da 0,1 mg a 0,5 mg.

Un’immunizzazione di richiamo viene eseguita da 1 a 6 settimane, preferibilmente da 1 a 4 settimane, pil
preferibilmente da 1 a 3 settimane dopo la somministrazione dell’antigene come descritta sopra. Quando I'immunogeno
¢ rappresentato da cellule, vengono impiegate da 1x10° ad 1x107 cellule.

La dose dell’antigene al tempo di eseguire I'immunizzazione di richiamo varia in relazione al tipo od alla
dimensione dell’animale o simili, tuttavia, nel caso, per esempio, di un topo, la dose ¢ in generale regolata da 0,05 mg a
5 mg, preferibilmente da 0,1 mg a 0,5 mg, pit preferibilmente circa da 0,1 mg a 0,2 mg. Quando I'immunogeno &
rappresentato da cellule, vengono impiegate da 1x10% ad 1x107 cellule.

Cellule della milza o linfociti comprese cellule che producono anticorpi sono rimossi in modo asettico
dall’animale immunizzato da 1 a 10 giorni, preferibilmente da 2 a 5 giorni, pi preferibilmente da 2 a 3 giorni dopo
I'immunizzazione di richiamo. A questo punto, il titolo anticorpale viene misurato, e se un animale avente un titolo
anticorpale sufficientemente aumentato viene utilizzato come fonte di approvvigionamento delle cellule che producono
anticorpi, la procedura successiva pud essere realizzata pil efficientemente,

Esempi del metodo per misurare il titolo anticorpale da utilizzare qui includono un metodo RIA ed un metodo
ELISA, ma il metodo non ¢ limitato a questi. Per esempio, se viene impiegato un metodo ELISA, la misurazione del titolo
anticorpale nell’invenzione puo essere realizzata secondo le procedure come descritte sotto,

Innanzitutto, un antigene purificato o parzialmente purificato viene adsorbito sulla superficie di una fase solida
quale una piastra per ELISA da 96 pozzetti, e la superficie della fase solida che non ha ivi adsorbito alcun antigene viene
coperta con una proteina non correlata all’antigene quale albumina sierica bovina (BSA). Dopo il lavaggio della
superficie, la superficie & portata a contatto con un campione diluito in serie (per esempio siero di topo) come anticorpo

rimario per permettere all’anticorpo nel campione di legarsi all’antigene.
p g g
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Inoltre, come anticorpo secondario, un anticorpo marcato con un enzima coniro un anticorpo di topo viene
aggiunto ¢ viene fatto legare all’anticorpo di topo. Dopo il lavaggio, viene aggiunto un substrato per I'enzima e viene
misurata una variazione di assorbanza che avvienc a causa dello sviluppo di colore indotte dalla degradazione del
substrato o simili ed il titolo anticorpale viene calcolato sulla base della misurazione.

La separazione delle cellule che producono anticorpi dalle cellule della milza o dai linfociti dell’animale
immunizzato pud essere realizzata secondo un metodo nofo (per esempio Kohler et al., Nature (1975), 256, pagina 495;
Kohler et al., Eur. J. Tmmunol. (1977), 6, pagina 511; Milstein et al., Nature (1977), 266, pagina 550; Walsh, Nature
(1977), 266, pagina 495), Per esempio, nel caso delle cellule della milza, pud essere impiegato un metodo generale in cui
le cellule che producono anticorpi vengono separate omogeneizzando la milza per ottenere le cellule attraverso la
filtrazione con nna maglia di acciaio inossidabile e sospendendo le cellule in terreno minimo essenziale di Eagle (MEM),
{c) Preparazione di cellule di mieloma (di seguito indicate come “mieloma™)

Le celiule di micloma da utilizzare per la fusione cellulare non sono particolarmente limitate e cellule adatte
possono essere scelte tra linee celiulari note, Tuitavia, in considerazione della convenienza quando un ibridoma viene
scelto tra cellule fuse, si preferisce utilizzare un ceppo carente di HGPRT (ipoxantina-guanina fosforibosil transferasi) la
cui procedura di selezione ¢ stata stabilita.

Pitt specificamente, esempi del ceppo carente di HGPRT includono X63-Ag8(X63), NS1-ANS/I{NS1), P3X63-
Ag8.UI(P3U1), X63-Ag8.653(X63.653), SP2/0-Agl4(SP2/0), MPC11-45.6TG1.7(45.6TG), FO, $149/5XX0, e BU.1
derivati dai topi; 210.R8Y3.Ag.1.2.3(Y3) derivato dai ratti; ed U266AR(SK(0-007), GM1500-GTG-A12(GM1500),
UC729-6, LICR-LOW-HMy2{HMy2) ed 8226 AR/NIP4-1(NP4 1) derivati dall’'uvomo. Questi ceppi carenti di HGPRT
sono disponibili, per esempio, da ATCC o simili,

Questi ceppi di cellule vengono sottoposti a sottocoltura in un terreno appropriato quale un terrenc con 8-
azaguanina {un terreno otientio aggiungendo §-azaguanina ad un terreno RPMI 1640 arricchito con glutammina, 2-
mercapioetanolo, gentamicing, ¢ sicro fetale di vitello {di seguito indicato come “FBS”)), un terreno di Dulbecco
modificato da Iscove (IMDM)}), od un terreno di Eagle modificato da Dulbecco {(DMEM). In questo caso, da 3 a 4 giorni

prima di eseguire la fusione cellulare, le cellule vengono sottoposte a sottocoltura in un terreno normale (per esempio un
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terreno ASF104 (prodotto da Ajinomoto Co., Ltd.} contenente FCS al 10%) per garantire non meno di 2x107 cellule if
giorno della fusione celtulare,
(d) Fusione cellulare

La fusione tra le cellule che producono anticorpi ¢ le cellule di mieloma pud essere appropriatamente eseguita
secondo un metodo noto {Weir, . M. Handbook of Experimental Immunology volumi I, II, 111, Blackwell Scientific
Publications, Oxford (1987); Kabat, E. A. e Mayer, M. M., Experimental Immunochemisiry, Charles C Thomas Publisher,
Springfield, Hiinois (1964), ecc.), in condizioni tali che il tasso di sopravvivenza delle cellule non sia eccessivamente
ridotto.

Come tale metodo, per esempio, pud essere utilizzato un metodo chimico in cui le cellule che producono
anticorpi e le cellule di micloma vengono miscelate in una soluzione contenente un polimero quale polietilenglicole ad
una conicenirazione elevata, un metodo fisico che utilizza la stimolazione elettrica, o simili, Tra questi metodi, un esempio
specifico del metodo chimico & come descritto sotto.

Ciog, nel caso in cui si utilizzi polietilenglicole nella soluzione contenente un polimero ad una concentrazione
elevata, le cellule che producono anticorpi e le cellule di miefoma vengono miscelate in una soluzione di polietilenglicole
avente un peso molecolare da 1.500 a 6.000, pit preferibilinente da 2.000 a 4.000 ad una temperatura da 30°C a 40°C,
preferibilmente da 35° a 38°C per da 1 fino a 10 minuti, preferibilmente da 5 ad 8 minuti,

{e) Selezione di un gruppo di ibridomi

I metodo per selezionare ghi ibridomi oftenuti mediante la fusione cellulare descritta sopra non & particolarmente
limitato. Di solito, viene utilizzato un metodo di selezione con HA'T (ipoxantina, amminopterina, timidina) (Kohler et al.,
Nature (1975), 256, pagina 495; Milstein et al., Nature (1977), 266, pagina 550),

Questo metodo ¢ efficace quando vengono ottenuti ibridomi utilizzando le ceflule di mieloma di un ceppo carente
di HGPRT che non pud sopravvivere in presenza di amuminopterina. Vale a dire, coltivando cellule non fuse ed ibridomi
in un terreno HAT, solo agli ibridomi resistenti all’amminopterina & selettivamente permesso di sopravvivere e di

proliferare.
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(f) Divisione in un clone da singola cetlula (clonaggio)

Come metodo di clonaggio per gh ibridomi, puod essere utilizzato un metodo noto come un metodo con la
metileellnlosa, un metodo con agar molle, od un metodo delle diluizioni limite (si veda, per esempio, Barbara, B. M. e
Stanley, M. 8.: Selected Methods in Celiular Immunology, W. H, Freeman and Company, San Francisco {1980)). Tra
questi metodi, in particolare, si preferisce un metodo di coltura tridimensionate quate un metodo con la metilcellulosa,
Per esempio, it gruppo di ibridomi prodotti dalla fusione cellulare viene sospese in un terreno con metilcellulosa quale
terreno di selezione D ClonaCell-HY {prodotto da StemCell Technologies, Inc., #03804) e sottoposto a coltura. Quindi,
vengono raccolte le colonie di ibridomi formate, con cui possono essere ottenuti ibridomi monoclonali. Le rispettive
colonie di ibridomi raccolte vengono sottoposte a coltura, ed un ibridoma che & stato confermato avere un titolo
anticorpale stabile in un surnatante deila coltura di ibridomi ottenuta viene scelto come ceppo di ibridoma che produce
un anticorpo monoclonalte per TROP2.

Esempi del ceppo di ibridoma cosi stabilito includono P'ibridoma di TROP2 TINAL. In questa descrizione, un
anticorpo prodotto dail’ibridoma di TROP2 TINAI viene indicato come “anticorpo TINA” o semplicemente “TINA1”,

La regione variabile della catena pesante dell’anticorpo TINAT ha una sequenza amminoacidica rappresentata
dalla SEQ ID NQ: 2 nell’elenco delle sequenze. Inolire, la regione variabile della catena leggera dell’anticorpo TINAL
ha una sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 4 nell’elenco delle sequenze.

(g) Preparazione deil’anticorpo monoclonale coltivando un ibridoma

Coltivando 'ibridoma cosi scelto, pud essere efficientemente ottenuto un anticorpo monocionale. Tuttavia,
prima della sottoposizione a coltura, si preferisce eseguire un esame di un ibridoma che produce un anticorpo monocionale
bersaglio.

In tale esame, pud essere impiegato un metodo noto.

La misurazione del titolo anticorpale nell’invenzione pud essere realizzata, per esempio, mediante un metodo
ELISA spiegato nell’articolo (b) descritto sopra.

L’ibridoma ottenuto mediante il metodo descritto sopra pud essere conservato in uno stato congelato in atmosfera

di azoto liquido oppure in un congelatore ad una temperatura di -80°C od inferiore,
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Dopo il completamento del clonaggio, il terreno viene sostituito da un terreno HT ad un terreno normale, e
I'ibridoma viene sottoposto a coltura.

Una coltura su larga scala viene eseguita mediante una coltura con rotazione utilizzando una grande bottiglia per
coltura o mediante una coltura in agitatore. Dal surnatante ottenuto mediante la coltura su larga scala, un anticorpo
monoclonale che si lega specificamente alla proteina dell’invenzione pud essere ottenuto medianie purificazione
utifizzando un metodo noto a coloro che sono esperti nell’arte quale la permeazione su gel.

Inoltre, I’ibridoma viene iniettato nella cavitd addominale di un topo dello stesso ceppo dell’ibridoma (per
esempio il BALB/c descritto sopra) o di un topo Nu/Nu per far proliferare I'ibridoma, per mezzo del quale pud essere
oftenuto 1’ascife contenente una quantitd elevata dell’anticorpo monoclonale dell’invenzione.

Nel caso in cui Pibridoma venga somministrato nella cavitd addominale, se un olio minerale quale 2,6,10,14-
tetrametil pentadecano {pristano) viene somministrato da 3 a 7 giomi prima di questo, pud esscre ottenuta una quantita
superiore dell’ascite.

Per esempio, un immunosoppressore viene precedentemente iniettato nella cavitd addominale di un topo dello
stesso ceppo dell’ibridoma per inattivare i linfociti T. 20 giorni piti tardi, da 10 a 107 cellule cloni dell’ibridoma vengono
sospese in un terreno privo di siero (0,5 ml) e la sospensione viene somministrata nella cavita addominale del topo. In
generale, quando ’addome viene espanso e riempito con Pascite, ’ascite viene raccolto dal topo. Mediante questo
metodo, Panticorpo monoclonale pud essere ottenute ad una concentrazione che & circa 100 volte o molto superiore a
quella netla soluzione di coltura.

L anticorpo monoclonale ottenuto mediante il metodo descritto sopra pud essere purificato mediante un metodo
descritto, per esempio, in Weir, D. M.: Handbook of Experimental Immunology volumi I, 11, III, Blackwell Scientific
Publications, Oxford (1978).

L’anticorpo monoclonale cosi ottenuto ha unr’elevata specificitd antigenica per TROP2.

{h) Saggio dell’anticorpo monoclonale
L’isotipo € Ia sottoclasse dell’anticorpo monoclonale cosi ottenuto possono essere determinati come segue.

Innanzitutto, esempi del metodo di identificazione includono un metodo di Ouchterlony, un metodo ELISA, ed
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un metodo RIA,

Un metodo di Cuchterlony & semplice, ma quando la concentrazione deil’anticorpo monoclonate ¢ bassa, &
richiesta un’operazione di condensazione,

D’altra parte, quando viene utilizzato un metodo ELISA od un metodo RIA, facendo reagire direttamente il
surnatante della coltura con una fase solida che ha adsorbito ’antigene ed utilizzando anticorpi corrispondenti a vari tipi
di isotipi € sottoclassi immunoglobulinici come anticorpi secondari, I’isotipo € la sottoclasse dell’anticorpo monoclonale
possono essere identificati,

Inoltre, come metodo pili semplice, possono anche essere utilizzati un kit di identificazione disponibile in
commercio (per esempio Mouse Typer Kit prodotto da Bio-Rad Laboratories, Inc.} o simili,

Inoltre, la deferminazione quantitativa di una proteina pud essere eseguita mediante il metodo di Folin-Lowry
ed un metodo di calcolo basato sull’assorbanza a 280 nm (1,4 (OD 280)=immunogtobulina 1 mg/ml).

Inoltre, anche quando I’anticorpo monoclonale viene ottenuto separatamente ed indipendentemente eseguendo
ancora i passaggi da (a) ad (h) in (2), ¢ possibile ottenere un anticorpo avente un’aitivita citotossica equivalente a quella
delt’anticorpo TINAL. Come esemipic di un tale anticorpo, pud essere esemplificato un anficorpo che si lega allo stesso
epitopo dell’anticorpo TINAT. Se un anticorpo monoclonale recentemente prodotto si lega ad un peptide parziale o ad
una struttura terziaria parziale a cui si lega ’anticorpo TINA1, pué essere determinaio che anticorpo monoclonale si
lega allo stesso epitopo dell’anticorpo TINAL, Inoltre, confermando che Ianticorpo monoclonale compete con I'anticorpo
TINAT per il legame a TROP2 {cio¢, ’anticorpo monoclonale inibisce il legame tra ’anticorpo TINAL e TROP2), pud
essere determinato che l'anticorpo monoclonale si lega allo stesso epitopo dell’anticorpo anti-TROP2 anche se la
sequenza o la struttura specifica defl’epitopo non & stata determinata. Quando ¢ confermato che "anticorpo monoclonale
si lega allo stesso epitopo dell’anticorpo anti-TROP2, si attende fortemente che Panticorpo monoclonale abbia Paffinita
di legame per I'antigene ed un’attivitd biologica equivalenti a quelle deli’ anticorpo TINAL,

(3) Altri anticorpi
L’anticorpo deil’invenzione non comprende solo 1’anticorpo monoclonale contro TROP2 descritto sopra ma

anche un anticorpo ricombinante ottenuto mediante modificazione artificiale allo scopo di diminuire I’antigenicita
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eterologa all’uvomo quale un anticorpo chimerico, un anticorpo umanizzato ed un anticorpo umano. Questi anticorpi
possono essere prodotti utilizzando un metodo noto.

Come anticorpo chimerico, puo essere esemplificato un anticorpo in cui le regioni anticorpali variabili e costanti
sono derivate da specie differenti, per esempio, un anticorpo chimerico in cui una regione anticorpale variabile derivata
da topo o da ratto & connessa ad una regione anticorpale costante derivata dall’'uomo (si veda Proc. Natl, Acad. Sci. USA,
81, da 6851 a 6855, (1984)).

Come anticorpo umanizzato, pessono essere esemplificati un anticorpe ottenuto integrando solo una regione
determinante la complementarietd (CDR) in un anticorpo di derivazione umana (si veda Nature (1986) 321, pagine da
522 a 525), ed un anticorpo ottenuto innestando una parte dei residui amminoacidici della sequenza cornice cosi come
della sequenza delle CDR ad un anticorpo umano medianie un metodo di innesto di CDR (pubblicazione internazionale
WO 90/07861).

Tuttavia, I'anticorpo wmanizzato derivato dall’anticorpo TINAI non ¢ limitato ad uno specifico anticorpo
umanizzato purché I'anticorpo umanizzato abbia futti i 6 tipi di sequenze delle CDR dell’ anticorpo TINAL, La regione
variabile della catena pesante dell’anticorpo TINA1 ha CDRH1 (TAGMQ) composta da una sequenza amminoacidica
rappresentata dafla SEQ ID NO: 23 nell’elenco delle sequenze, CDRH2 (WINTHSGVPKYAEDFKG) composta da una
sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 24 nell’elenco delle sequenze, e CDRH3 (SGFGSSYWYFDV)
composta da una sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 25 nefl’elenco delle sequenze. Inoltre, la
regione variabile della catena leggera dell’anticorpo TINAT ha CDRL1 (KASQDVSTAVA) composta da una sequenza
amminoacidica rappresentata dafla SEQ ID NO: 26 nell’elenco detle sequenze, CDRL2 (SASYRYT) composta da una
sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO; 27 nell’elenco delle sequenze, e CDRL3 (QQHYITPLT)
composta da una sequenza amminoacidica rappresentata dalla SEQ ID NO: 28 nell’elenco delle sequenze.

Come esempio dell’anticorpe umanizzato di un anticorpo murino TINAIL, pud essere esemplificata una
combinazione arbitraria di una catena pesante comprendente una regione variabile defla catena pesante composta da una
qualsiasi tra (1) una sequenza amminoacidica composta dai residui amminoacidici da 20 a 140 delle SEQ ID NO: 12, 14,

o 16 nell’elenco delle sequenze, (2) una sequenza amminoacidica avente un’omologia di almeno il 95% o pili con la
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sequenza amminoacidica {1) descritta sopra, e (3) una sequenza amminocacidica in cui uno o diversi amminoacidi nella
sequenza amminoacidica (1) descritta sopra vengono eliminati, sostituiti od aggiunti ed una catena leggera comprendente
una regione variabile deila catena leggera composta da una qualsiasi tra (4) una sequenza amminoacidica composta dai
residui amminoacidici da 21 a 129 delle SEQ ID NO: 18, 20, o 22 nell’elenco delle sequenze, (5) una sequenza
amminoacidica avente un’omologia di almeno il 95% o pit con la sequenza amminoacidica (4) descritta sopra, € (6) una
sequenza amminoacidica in cui uno o diversi amminocacidi nella sequenza amminoacidica (4} descritta sopra vengono
eliminati, sostituiti od aggiunti,

1! termine “diversi” come qui utilizzato si riferisceadalalf, dafa%, dalad8, dala?,dala6,dalas, da
lad4,dal a3, oad! oppurea 2.

Come sostituzione amminoacidica in questa descrizione, si preferisce una sostituzione amminoacidica
conservativa. La sostituzione amuminoacidica conservativa si riferisce ad una sostituzione che avviene all’interno di un
gruppo di amininoacidi in relazione alle catene amminoacidiche laterali. Gruppi amminoacidici preferiti sono i seguentt:
un gruppo acide (acido aspartico ed acido glutammico); un gruppo basico (lisina, arginina ed istidina); un gruppo non
polare {(alanina, valing, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, e triptofano); ed una famiglia polare non
carica (glicina, asparagina, glutammina, cisteina, serina, treonina, e tirosina), Gruppi amminoacidici pitr preferiti sono i
seguenti; un gruppo idrossialifatico (serina e treonina); un gruppo contenente ammidi {asparagina e glutammina); un
gruppo alifatico (alanina, valina, leucina, ed isoleucina); ed un gruppo aromatico {fenilalanina, triptofano, e tirosina). Una
tale sostituzione amminoacidica viene esegunita preferibilmente in un intervallo che non danneggia le proprieta di una
sostanza avente la sequenza amminoacidica originale,

Come anticorpo che ha una combinazione preferita di una catena pesante ed una catena leggera descritia sopra,
possono essere esemplificati un anticorpo composto da una catena pesante comprendente una regione variabile composta
da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 della SEQ ID NO: 12 ed una
catena leggera comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni
amminoacidiche da 21 a 129 delta SEQ ID NO: 18; un anticorpo composto da una catena pesante comprendente una

regione variabile composta da una sequenza amminocacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 della
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SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica
composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 della SEQ 1D NO: 20; un anticorpo composto da una catena pesante
comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche
da 20 a 140 della SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera comprendente una regione variabile composta da una sequenza
amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 della SEQ ID NO: 22; un anficorpe composto da
una catena pesante comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dalle
posizioni amminoacidiche da 20 a 140 della SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera comprendente una regione variabile
composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 della SEQ ID NO: 18;
un anticorpo composto da una catena pesanie comprendente una regione variabile composta da una sequenza
amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 della SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera
comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta daile posizioni amminoacidiche
da 21 a 129 della SEQ ID NO: 20; un anticorpo composto da una catena pesante comprendente una regione variabile
composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminocacidiche da 20 a 140 della SEQ ID NO: 14
ed una catena leggera comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dalle
posizioni amminoacidiche da 21 a 129 detla SEQ 1D NO: 22; un anticorpo composto da una catena pesante comprendente
una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 140
della SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera comprendente una regione variabile composta da una sequenza
amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 129 della SEQ ID NO: 18; un anticorpo composto da
una catena pesante comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dalle
posizioni amminoacidiche da 20 a 140 della SEQ 1D NO: 16 ed una catena leggera comprendente una regione variabile
composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni anuninoacidiche da 21 a 129 della SEQ ID NO: 20;
ed un anticorpo composto da una catena pesante comprendente una regione variabile composta da una sequenza
amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 140 della SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera
comprendente una regione variabile composta da una sequenza amuninoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche

da 21 a 129 della SEQ ID NO: 22.
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Inoltre, come anticorpo che ha una combinazione pin preferita di una catena pesante ed una catena leggera
descritta sopra, possono essere esemplificati un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza
amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera
composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ ID NO: 18;
un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni
ammincacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica
composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 delfa SEQ ID NO: 20; un anticorpo composto da una catena pesante
composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 12
ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234
della SEQ ID NO: 22; un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica composta
dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera composta da una sequenza
amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 detla SEQ ID NO: 18; un anticorpo composto da
una catena pesante coimposta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 delta
SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni
amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ ID NO: 20; un anticorpo composto da una catena pesante composta da una
sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 14 ed una catena
leggera composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ ID
NO: 22; un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni
amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica
composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 defla SEQ ID NO: 18; un anticorpo composto da una catena pesante
composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 delta SEQ ID NO: 16
ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234
della SEQ ID NO: 20; ed un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica
composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera composta da una

sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ 1D NO: 22,

41



10

15

20

25

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

Come anticorpo che ha una combinazione preferita migliore di una catena pesante ed una catena leggera descritta
sopra, possono essere esemplificati un anticorpo composto da una catena pesante comprendente una regione variabile
composta da una sequenza amminoacidica composta dai residui amminoacidici da 20 a 140 della SEQ ID NO: 12 ed una
catena leggera comprendenie una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dai residui
amminoacidici da 21 a 129 della SEQ ID NO: 18; un anticorpo composto da una catena pesante comprendente una regione
variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dai residui amminoacidici da 20 a 140 della SEQ 1D NO:
14 ed una catena leggera comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dai
residui amminoacidici da 21 a 129 della SEQ ID NO: 18; un anticorpo composto da una catena pesante comprendente
una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dai residui amminoacidici da 20 a 140 deila
SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica
composta dai residui amminoacidici da 21 a 129 della SEQ ID NO: 2{3; ed un anticorpo composto da una catena pesante
comprendente una regione variabile composta da una sequenza amminoacidica composta dai residui amminoacidici da
20 a 140 detla SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera comprendente una regione variabile composta da una sequenza
amminoacidica composta dai residui amminoacidici da 21 a 129 della SEQ ID NO: 22.

Inoltre, come anticorpo che ha un’alira combinazione pill preferita di una catena pesante ed una catena leggera
descriita sopra, possono essere esemplificati un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica della SEQ 1D NO:
18; un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 12 ed una
catena leggera composta da una sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 20; un anticorpo composto da una catena
pesante composta da una sequenza amminoacidica della SEQ 1) NO: 12 ed una catena leggera composta da una sequenza
amminoacidica detla SEQ ID NO: 22; un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica delta SEQ ID NO:
18; un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica delia SEQ ID NO: 14 ed una
catena leggera composta da una sequenza amminoacidica della SEQ [D NO: 20; un anticorpo composto da una catena

pesante composta da una sequenza ammincacidica della SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera composta da una sequenza
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amminoacidica della SEQ ID NO: 22; un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza
anuninoacidica della SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica deila SEQ ID NO:
18; un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 16 ed una
catena leggera composta da una sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 20; ed un anticorpo composto da una catena
pesante composta da una sequenza anuninoacidica della SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera composta da una sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 22.

Come anticorpo che ha una combinazione preferita migliore di una catena pesante ed una catena leggera descritta
sopra, possono essere esemplificati un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza
amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 12 ed una catena leggera
composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ ID NO: 18;
un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni
amminoacidiche da 20 a 470 defla SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica
composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ ID NO: 18; un anticorpo composto da una catena pesante
composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: i4
ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica composta dafle posizioni amminoacidiche da 21 a 234
della SEQ 1D NO: 20; ed un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica
composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 470 della SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera composta da una
sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ ID NO: 22,

Inoltre, come anticorpo che ha una combinazione superiore pill preferita di una catena pesante ed una catena
leggera descritta sopra, possono essere esemplificati un anticorpo composto da una catena pesante composta da una
sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 469 della SEQ 1D NO: 12 ed una catena
leggera composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ ID
NO: 18; un anticorpo composte da una catena pesante composta da ina sequenza ammninoacidica composta dalle posizioni
amminoacidiche da 20 a 469 della SEQ 1D NO: 14 ed una catena leggera composta da una sequenza amminoacidica

composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ 1D NO: 18; un anticorpo composto da una catena pesante
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composta da una sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 469 della SEQ ID NO: 14
ed una catena leggera composta da una sequenza amminocacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234
delta SEQ ID NO: 20; ed un anticorpo composto da una catena pesante composta da una sequenza amminoacidica
composta dalle posizioni amminoacidiche da 20 a 469 della SEQ ID NO: 16 ed una catena leggera composta da una
sequenza amminoacidica composta dalle posizioni amminoacidiche da 21 a 234 della SEQ ID NO: 22.

Combinando una sequenza avente un’omologia elevata con la sequenza amminoacidica della catena pesante
descritta sopra con una sequenza avente un’omologia elevata con la sequenza anuninoacidica della catena leggera
descritta sopra, ¢ possibile selezionare un anticorpo avente un’attivita biologica equivalente a quella di ciascuno degli
anticorpi descritti sopra. Una tale omologia & in generale un’omologia dell’80% o superiore, preferibilmente un’omologia
del 90% o superiore, pit preferibilinente un’omologia def 95% o superiore, il pid preferibilmente un’omologia del 99%
o superiore. Inolire, anche combinando una sequenza amminoacidica in cui da uno a diversi residui amminoacidici
vengono sostituiti, eliminati od aggiunti neila sequenza amminoacidica della catena pesante o della catena leggera, &
possibile sefezionare un anticorpo avente un’atfivitd biologica equivalente a quella di ciascuno degli anticorpi descritti
sopra.

L'omologia tra due sequenze animinoacidiche pud essere determinata utilizzando i parametri preimpostati
dell’algoritmo Blast versione 2.2.2 (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaeffer, Jinghui Zhang,
Zheng Zhang, Webb Miller, e David . Lipman (1997), “Gapped BLAST e PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs”, Nucleic Acids Res. 25: da 3389 a 3402). L’algoritmo Blast pué essere utilizzato anche
attraverso internet accedendo al sito www.nebi.nim.nih.gov/blast.

Nella sequenza amminoacidica della catena pesante rappresentata dalle SEQ ID NO: 12, 14 o 16 nell’elenco
delle sequenze, una sequenza anuninoacidica composta dai residui amminoacidici da 1 a 19 & una sequenza segnale, una
sequenza amuninecacidica composta dai residui amminoacidici da 20 a 140 & una regione variabile, ed una sequenza
amminoacidica composta dai residui amminoacidici da 141 a 470 & una regione costante. Le sequenze delle SEQ ID NO:
12, 14 e 16 vengono mostrate nelle figure 3, 4 ¢ 5 rispettivamente,

Inoltre, nella sequenza amminoacidica della catena leggera rappresentata dalle SEQ ID NO: 18, 20 o 22
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nell’elenco delle sequenze, una sequenza amminoacidica composta dai residui amminoacidici da 1 a 20 & una sequenza
segnale, una sequenza amminoacidica composta dai residui amminoacidici da 21 a 129 ¢ una regione variabile, ed una
sequenza amminoacidica composta dai residui amminocacidici da 130 a 234 & una regione costante. Le sequenze delie
SEQ ID NO: 18, 20 e 22 vengono mostrate nelle figure 6, 7 e 8 rispettivamente,

Inoltre, 'anticorpo dell’invenzione comprende un anticorpo umane che si lega a TROPZ. Un anticorpo umano
anti-TROP2 si riferisce ad un anticorpo umano avente solo una sequenza di un anticorpo derivata da un cromosoma
umano. L’anticorpo umano anti-TROP2 pué essere ottenuto mediante un metodo che utilizza un topo che produce
anticorpi umani avente un frammento di cromosoma umano comprendente i geni delle catene pesanti e leggere di un
anticorpo umano (si vedano Tomizuka, K. et al,, Nature Genetics (1997) 16, pagine da 133 a 143; Kuroiwa, Y. et al,,
Nucl. Acids Res. {1998) 26, pagine da 3447 a 3448; Yoshida, H. et al., Animal Cell Technology: Basic and Applied
Aspects volume 10, pagine da 69 a 73 (a cura di Kitagawa, Y., Matuda, T. e [ijima, 8.), Kluwer Academic Publishers,
1999; Tomizuka, K. et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA (2000) 97, pagine da 722 a 727, ecc.).

Un tale topo che produce anticorpi umani pud essere generato specificamente come segue. Un animale
geneticamente modificato in cui i loci dei geni immunoglobulinici endogeni delle catene pesanti e leggere sono stati
distratti, ed invece, 1 loci dei geni immunoglobulinici umani delle catene pesanti e leggere sono stati introdotti attraverso
un vettore di cromosoma artificiale di levito {Y AC) o simili & generato producendo un animale knock-out ed un animale
transgenico ed accoppiando questi animali,

Inoltre, secondo una tecnica del DNA ricombinante, utilizzando ¢DNA codificanti ciascuno per una tale catena
pesante e per una tale catena leggera di un anticorpo umano, e preferibilmente un vettore comprendente tali ¢cDNA, le
cellule eucariotiche vengono trasformate, ed una cellula trasformante che produce un anticorpo monoclonale umano
ricombinante viene sotfoposta a coltura, per mezzo della quate Panticorpo pud anche essere ottenuto dal surnatante della
coltura.

Qui, come ospite, possono essere utilizzate, per esempio, cellule eucariotiche, preferibilmente cellule di
mamntifero quali cellule di CHO, linfociti, o cellule di mieloma.

Inoltre, ¢ anche noto un metodo per otienere un anticorpo umano derivato da esposizione fagica scelto tra una
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libreria di anticorpi wmani {si vedano Wormstone, 1. M. et al., Investigative Ophthalmology & Visual Science. (2002) 43
(7), pagine da 2301 a 2308; Carmen, S, et al,, Briefings in Functional Genomics and Proteomics {2002), 1 (2), pagine da
189 a 203; Siriwardena, D. et al., Ophthalmology (2002) 109 (3), pagine da 427 a 431, ecc.).

Per esempio, pud essere utilizzato un metodo di esposizione fagica in cui una regione variabile di un anticorpo
umano ¢ espressa sulia superficie di un fago come anticorpo a catena singola (scFv), e viene scelto un fago che si lega ad
un antigene (Nature Biotechnology (2005), 23, (9), pagine da 1105 a 11186).

Analizzando il gene del fago scelto in base al legame ad un antigene, pud essere determinata una sequenza di
DNA codificante per la regione variabile di un anticorpo umano che si lega ad un antigene.

Se {a sequenza di DNA di scFv che si lega ad un antigene viene determinata, un anticorpo umano pud essere
ottenuto preparando un vettore di espressione comprendente la sequenza ed introducendo il vettore in un ospite
appropriato per esprimerlo (pubblicazioni internazionali WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO 93/11236,
WO 93/19172, WO 95/01438, WO 95/15388; Annu. Rev. Immunol. {1994) 12, pagine da 433 a 455; Nature
Biotechnology (2005) 23 (9), pagine da 1105 a 1116).

Se un anticorpo umano recentemente prodotto si lega ad un peptide parziale o ad una struttura terziaria parziale
a cui si lega Panticorpo TINA1, pud essere determinato che I’anficorpo umano si lega allo stesso epitopo dell’anticorpo
TINAL. Inoitre, confermando che ’anticorpo umano compete con anticorpo TINAIL per il legame a TROP2 (ciog,
Panticorpo umano inibisce il legame tra I'anticorpo TINA1 ¢ TROP2), pud essere determinato che I'anticorpo umano si
lega allo stesso epitopo dell’anticorpo TINA1 anche se la sequenza o la strutiura specifica dell’epitopo non & stata
determinata. Quando é confermato che Vanticorpo umano si lega allo siesso epitopo dell’anticorpo TINAI, si attende
fortemente che anticorpo umano abbia un'attivita biologica equivalente a quella dell’anticorpo TINAI,

Gli anticorpi chimerici, gli anticorpi wmanizzati, o ghi anticorpi umani ottenuti mediante il metodo descritio sopra
sono valutati per ia proprieta di legame ad un antigene mediante un metodo noto o simili, € pud essere scelto un anticorpo
preferito.

Come esempio di un altro indice per 1’uso nel confronto delle proprieta degli anticorpi, pud essere esemptificata

la stabilitd degli anticorpi. La calorimetria differenziale a scansione (DSC) & un dispositive in grado di misurare
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velocemente ed accuratamente una temperatura di punto medio di denaturazione termica (Tmy) da utilizzare come indice
favorevole della relativa stabilita conformazionale delle proteine. Misurando i valori di Tm utilizzando la DSC ¢
confrontando i valori, pud essere confrontata una differenza nella stabilita termica. E noto che la stabilita di conservazione
degli anticorpi mostra qualche cotrelazione con la stabiliti termica degli anticorpi (Lori Burton, et al., Pharmaceutical
Development and Technology (2007) 12, pagine da 265 a 273), e pud essere scelto un anticorpo preferito utilizzando la
stabilith termica come indice. Esempi di aliri indici per selezionare anticorpi includono le seguenti caratteristiche: fa resa
in una cellula ospite appropriata & elevata; e Paggregabilitd in una soluzione acquosa & bassa. Per esempio, un anticorpo
che mostra la resa massima non sempre mostra fa stabilith termica massima, e quindi, & necessario selezionare un
anticorpo maggiormente adatto per la somministrazione alf’uomo facendo la valutazione completa sulla base degli indici
descritti sopra.

Nella presente invenzione, ¢ anche inclusa una variante modificata dell’anticorpo. La variante modificata si
riferisce ad una variante ottenuta sottoponendo ’anticorpo della presente invenzione a modificazione chimica o biologica.
Esempi della variante modificata chimicamente includono varianti modificate chimicamente legando un gruppo
funzionale chimico ad uno scheletro amminoacidico, varianti modificate chimicamente con una catena di carboidrati
legati ad N o legati ad O, ecc. Esempi delia variante modificata biologicamente inciudono varianti ottenute mediante
modificazione post-traduzionale (quali glicosilazione legata ad N o legata ad O, processamento amminoterminale o
carbossiterminale, deammidazione, isomerizzazione dell’acido aspartico, od ossidazione detla metionina), e varianti in
cui un residuo di metionina & stato aggiunto all’estremitd amminoterminale essendo espresse in una cellula ospite
procariotica,

Inoltre, un anticorpo marcato in modo tale da permettere il rilevamento o P'isolamento dell’anticorpo o di un
antigene dell’invenzione, per esempio, un anticorpo marcato con enzima, un aniicorpo marcato con fluorescenza, ed un
anticorpo marcato per affinitd sono anch’essi inclusi nel significato di variante modificata. Una iale variante modificata
dell’anticorpo dell'invenzione & utile per migliorare la stabilit e la ritenzione sanguigna dell’anticorpo, riducendo la sua
antigenicita, rilevando od isolando un anticorpo od un antigene, e cosi via.

Inolire, regolando la modificazione di un glicano che & legato all’anticorpo dell’invenzione (glicosilazione,
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defucosilazione, ecc.), & possibile aumentare un’attivita cellulare citotossica dipendente dagli anticorpi. Come tecnica per
regolare la modificazione di un glicano degli anticorpi, sono note le pubblicazioni internazionali WO 1999/54342, WO
2000/61739, WO 2002/31140, ecc. Tuttavia, la tecnica non & limitata a questa. Nell’anticorpo della presente invenzione,
& anche incluso un anticorpo in cui la modificazione di un glicano viene regolata.

Nel caso in cui un anticorpo venga prodotto isolando prima un gene anticorpale e quindi introducendo il gene in
un ospite appropriato, pud essere utilizzata una combinazione di un ospite appropriato ed un vettore di espressione
appropriato. Esempi specifici del gene anticorpale includono una combinazione di un gene codificante per una sequenza
delia catena pesante di un anticorpo descritto in questa descrizione ed un gene codificante per una sequenza della sua
catena leggera. Quando una cellula ospite viene trasformata, & possibile inserire il gene della sequenza della catena pesante
ed il gene della sequenza della catena leggera nello stesso vetiore di espressione, ed anche in differenti vettori di
espressione separatamente.

Nel caso in cui le cellule eucariotiche vengano utilizzate come ospite, possono essere utilizzati cellule animali,
cellule vegetali, e microrganismi eucariotici. Come cellule animali, possono essere esemplificate cellule di mammifero,
per esempio, cellule COS di scimmia (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pagine da 175 a 182, ATCC CRL-1650), fibroblasti
di topo NIH3IT3 (numero di ATCC CRL-1658), e ceppi carenti della diidrofolato reduttasi (Urlaub, G. e Chasin, L. A.,
Proc, Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pagine da 4126 a 4220) di cellule ovariche di criceto cinese (cellule di CHO;
ATCC: CCL-61).

Nel caso in cui vengano utilizzate cellule procariotiche, per esempio, possono essere esemplificati Escherichia
coli e Bacitlus subtilis,

Introducendo un gene anticorpale desiderato in queste cellule aitraverso trasformazione, e sottoponendo a coliura
le cellule cosi trasformate in vitro, pud essere ottenuto I'anticorpo. Nel metodo di coltura descritto sopra, la resa pud
qualche volta variare in relazione alla sequenza dell’anticorpo, € quindi, & possibile selezionare un anticorpo che viene
facilmente prodotto come farmaceutico utilizzando la resa come indice fra gli anticorpi aventi un’attivita di legame
equivalente. Quindi, nelf’anticorpo della presente invenzione, & anche incluso un anticorpo ottenuto mediante un metodo

per produrre un anticorpo, caratterizzato dal comprendere un passaggio di sottoposizione a coltura della cellula ospite
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"

trasformata ed un passaggio di raccolta di un anticorpo desiderato da un prodotto sottoposto a coltura ottenuto nel
passaggio di sottoposizione a coltura.

E noto che un residuo di lisina all’estremita carbossiterminale della catena pesante di un anticorpo prodotto in
una cellula di mammifero sottoposta a coltura viene eliminato (Journal of Chromatography A, 705: da 129 a 134 (1995)),
ed ¢ anche noto che due residui amminoacidici (glicina e lisina) all’estremita carbossiterminale della catena pesante di un
anticorpo prodotto in una cellula di mammifero sottoposta a coliura vengono eliminati ed un residuo di prolina
recentemente localizzato all’estremitd carbossiterminale ¢ ammidato (Analytical Biochemistry, 360: da 75 ad 83 (2007)).
Tuttavia, tali delezione e modificazione della sequenza della catena pesante non influenzano 1’affinitd di legame per
P'antigene ¢ la funzione effetirice (Pattivazione di un complemento, la citotossicitad cellulare dipendente dall’anticorpo,
ecc.) deli’anticorpo. Quindi, nell’anticorpo secondo fa presente invenzione, sono anche inclusi un anticorpo sottoposto a
tale modificazione ed un frammento funzionale dell’anticorpo, ¢ sono anche comprese una variante per delezione in cui
uno o due amminoacidi sono stati eliminati all’estremitd carbossiterminale della catena pesante, una variante ottenuta
mediante ammidazione della variante per delezione {per esempio una catena pesante in cui il residuo di prolina
carbossiterminale & stato ammidato) e simili. Il tipo di variante per delezione avente una delezione all’estremita
carbossiterminale della catena pesante dell’anticorpo secondo I’invenzione non € limitato alle varianti di cui sopra purché
vengano conservate Paffinitd di legame per Pantigene e la funzione effetirice. Le due catene pesanti che costituiscono
"anticorpo secondo I'invenzione possono essere di un tipo scelto nel gruppo composto da una catena pesante a lunghezza
intera e la variante per delezione descritta sopra, o possono essere di due tipi in una combinazione indi scelta. Il rapporto
della quantitd di ciascuna variante per delezione pud essere influenzato dal tipo di cellule di mammifero sottoposte a
coltura che produce 1’anticorpo secondo I'invenzione e dalle condizioni di coltura, tuttavia, pud essere esemplificato un
caso in cui un residuo amminoacidico allestremita carbossiterminale & stato eliminato in entrambe le due catene pesanti
contenute come componenti principali nell’anticorpo secondo I’invenzione,

Come isotipo dell’anticorpo dell’invenzione, per esempio, possono essere esemplificate Ie IgG (IgGl, 1gG2,
1g(i3, TgG4), e possono essere esemplificate preferibilmente IgG1 od 1gG2,

Come attivitd biclogica dell’anticorpo, in generale possono essere esemplificate un'attivith di legame
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all’antigene, un’attivitd di internalizzazione in cellule esprimenti un amtigene legandosi all’antigene, un’attivith di
neutralizzazione dell’attivitd di un antigene, un’attivitd di aumento dell’attivita di un antigene, un'attivita di citotossicita
cellulare dipendente dagli anticorpi (ADCC), un'attivitd di citotossicita dipendente dal complemento (CDC), ed
un’attivith di fagocitosi mediata da cellule dipendente dagli anticorpi (ADCP). La funzione dell’anticorpo della presente
invenzione & un’attivita di legame a TROP2, preferibilmente un’atiivita di internalizzazione in cellule esprimenti TROP2
legandosi a TROP2, Inoltre, I*anticorpo della presente invenzione pud avere un’attivitd di ADCC, un’attivitd di CDC, efo
un’attivita di ADCP in aggiunta ad un’attivitd di internalizzazione cellulare.

L’anticorpo ottenuto pud ¢ssere purificato all’omogeneitd. La separazione e la purificazione dell’anticorpo
possono essere eseguite impiegando un metodo convenzionale di separazione e di purificazione di proteine. Per esempio,
Panticorpo pud essere separato e purificato selezionando e combinando appropriatamente la cromatografia su colonna, fa
filtrazione mediante filtro, Vulirafiltrazione, la precipitazione in sale, la dialisi, I'elettroforesi preparativa su gel di
poliacrilammide, Delettroforesi a focalizzazione isoeletirica, e simili (Strategies for Protein Purification and
Characterization: A Laboratory Course Manual, a cura di Daniel R. Marshak et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1996); Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow ¢ David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)), ma il
metodo non & limitato a questi.

Esempi di tale cromatografia includono la cromatografia di affinitd, la cromatografia a scambio ionico, la
cromatografia idrofobica, la cromatografia a permeazione di gel, la cromatografia a fase inversa, e [a cromatografia di
adsorbimento.

Tale cromatografia pud essere eseguita impiegando la cromatografia liquida quale HPLC o FPLC.

Come colonna da utilizzare nella cromatografia di affinitd, possono essere esemplificate una colonna con la
proteina A ed una colonna con la proteina G. Per esempio, come colonna che utilizza una colonna con la proteina A,
possono essere esemplificate Hyper D, POROS, Sepharose FF (Pharmacia) ¢ simili,

Incltre, utilizzando un veicolante avente un antigene ivi immobilizzato, U'anticorpo pud anche essere purificato

utilizzando la proprieta di legame deli’anticorpo all’antigene,
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[Composto antitumorale]

Viene spiegato il composto antitumorale da coniugare al coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente
invenzione. Tl composto antifumorale utilizzato nella presente invenzione non ¢ particolarmente limitato se & un composto
avente un effetto antitumorate ed un gruppo sostituente od una struitura parziale che permette fa connessione ad una
struttura di collegamento. Quando Iintero gruppo di collegamento od una sua parte vengono scissi nelle cellule tumorali,
il gruppo funzionale del composto antitumorale viene rilasciato per mosirare 'effetto antitumorale del composto
antitumorale. Come il gruppo di collegamento viene scisso ad una posizione di connessione al farmaco, il composto
antitumorale viene rilasciato nella sua struttura non modificata per mostrare il suo effetto antitumorale intrinseco.

Come composto antitumorale utilizzato nella presente invenzione, pud essere preferibilmente utilizzato
P’exatecano {{18,98)-1-ammino-9-etil-5-fluoro-2,3-diidro-9-idrossi-4-metil- 1H, 1 2H-
benzo[de]pirano[3’,4:6,7]indolizino[1,2-bichinolin-10,13 (9H,15H)-dione; mostrato nella seguente formula), uno dei
derivati della camptotecina.

[Formula 141}

ANH;

Sebbene avente un effetto antitumorale eccellente, ’exatecano non & stato commercializzato come farmaco
antitumorale. Il composto pud essere facilmente ottenuto mediante un metado noto ed il gruppo ammino in posiziene 1
pud essere preferibilmente utilizzato come posizione di connessione alla struttura di collegamento. Inolire, sebbene
'exatecano possa anche essere rilasciato nelle cellule tumorali mentre parte del gruppo di collegamento vi & ancora
attaccata, & un composto eccellente che mostra un effetto antitumorale eccellente perfino in tale struttura.

Poiché Pexatecano ha una struttura della camptotecina, & noto che Pequilibrio si sposta verso una struttura con
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un anello lattonico chiuso (anello chiuso) in un mezzo acido acquoso (per esempio pH 3 circa) ma si sposta verso una
struttura con un anello lationico aperto (anello aperto) in un mezzo basico acquoso (per esempio pH 10 circa). Si attende
anche che un coniugato del farmaco che viene infrodotto con un residuo di exatecano corrispondente alla struitura ad
anello chiuso ed alla struttura ad anello aperto abbia lo siesso effetto antitumorale ed ¢ inutile dire che qualsiasi di questi
stati & nell’ambito della presente invenzione.

Altri egsempi del composto antitumiorale possono includere doxorubicina, daunorubicina, mitomicina C,
bleomicina, ciclocitidina, vincristina, vinblastina, metotrexato, un agente antitumorale a base di platino (cisplatino o suoi
derivati), taxolo o suoi derivati, e camptotecina o suoi derivati (agente antitumorale descritto nel brevetto giapponese
aperto al pubblico No. 6-87746).

In relazione al coniugato anticorpo-farmaco, il numero i molecole di farmaco coniugate per molecola
anticorpale ¢ un fattore chiave avente un'influenza sull’efficacia e sulla sicurezza. La produzione del coniugato anticorpo-
farmaco viene eseguita definendo la condizione di reazione comprese le quantith d’uso delle materie prime ¢ dei reagenti
per la reazione in modo tale da avere un costante numero di molecole di farmaco coniugate, ed il coniugato anticorpo-
farmaco ¢ in generale ottenuto come miscela contenente numeri differenti di molecole di farmaco coniugate, diversamente
dalla reazione chimica di un composto a basso peso molecolare. 11 numero di farmaci coniugati in una molecola
anticorpale viene espresso o specificato mediante il valore medio, ciog, il numero medio di molecole di farmaco coniugate,
Se non descritto specificamente altrimenti come principio, il numero di molecole di farmaco coniugate significa un valore
medio eccetto nel caso in cui esso rappresenti un coniugato anticorpo-farmaco avente un numero specifico di molecole
di farmaco coniugate che & incluso in una miscela di coniugato anticorpo-farmaco avente un numero differente di
molecole di farmaco coniugate. I numero di molecole di exatecano coniugaie ad una molecola anticorpale & controflabile,
e come numero medio di molecole di farmaco coniugate per anticorpo, possono essere connessi circa da 1 a 10 exatecani.
Preferibilmente, ¢ da 2 ad 8, e pilt preferibilmente da 3 ad 8. Nello stesso tempo, una persona esperta nell’arte pud
progettare una reazione per coniugare un numero richiesto di molecole di farmaco ad una melecola anticorpale in base
alla descrizione degli esempi della presente domanda e pud ottenere un coniugato anticorpo-farmaco con un numero

controllato di molecole di exatecano.
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[Struttura di collegamento]

In relazione al coniugate anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione, viene spiegata la struttura di
collegamento per coniugare un composto antitumorale all’anticorpo anti-TROP2. II gruppo di collegamento ha una
struttura della formula seguente:

-LLL2-LF-NH-(CHy)n!-La-(CH)n?-C(0)-

L’anticorpo & connesso al terminale di L! (terminale opposto alla connessione ad 1.%), ed il composto antitumorale
¢ connesso al gruppo carbonile del gruppo fimzionale -L?-(CH;n?-C(=0)-.

n! rappresenta un numero intero da 0 a 6 ed & preferibilmente un numero intero da 1 a 5, e pid preferibilmente
dala3l.

1.L!

L! ¢ rappresentato dalla strutiura di
-(succinimid-3-il-N)-(CH’*-C(0)-.

Nel sopracitato, n® & un numero intero da 2 ad 8, ¢ “-(succinimid-3-i1-N)-" ha una struttura rappresentata dalla
seguente formuta;

[Formula 15]
O

N e

O
La posizione 3 della struttura parziale di cui sopra & una posizione di connessione all’anticorpo anti-TROP2. 1l
legame all’anticorpo anti-TROP2 in posizione 3 & caratterizzato dal legame con una formazione di tioetere. L’atomo di
azoto in posizione 1 del gruppo funzionale strutturale & connesso all*atomo di carbonio del metilene che & presente
all'interno del gruppo di collegamento comprendente la strutiura, Specificamente, -(succinimid-3-il-N)-(CH)n?-C(=0}-

L2. & una struttura rappresentata dalla seguente formula (qui, “anticorpo-S$- ha origine da un anticopo).
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{FPormula 16}

0
Anticorpo~S_ J/

N~ (CH,Jn*C(=0)L2-
0

Nella formula, n* & un numero intero da 2 ad 8, e preferibilmente da 2 a 5.

Esempi specifici di L' possono includere
(succinimid-3-il-N}-CH2CH,-C(=0)-,
{succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH3-C(O)-,
(succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH>CH,-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N}-CH,CH,CH,CH,CH,-C(=0)-.
2,12

L? & un gruppo di collegamento rappresentato dalla struttura seguente:
“NH-(CH>CHz-O)n*-CH;CH,-C(=0)-,
L? pud non essere presente, ed in tal caso, L? & un legame singolo. Nel sopracitato, n* & un numero intero da 1 2 6, e
preferibilmente da 2 a4. L? & connesso ad L! al suo gruppo ammino terminale ed & connesso ad LF al suo gruppo carbonile
all’altro terminale.

Esempi specifici di 1.2 possono includere
-NH-CHyCH;-0-CH,CH;-C(=0)-,
-NH-CH,CH;-0-CH;CH,-G-CH;CH;-C(=0}-,
-NH-CH,CH,-0-CH:CH;-0-CH,CH;-O-CH;CH;-C(=0)-,
-NH-CH;CH;-0-CH>CH,-0-CH;CH;-0-CH2CH,-0-CH;CHy-C(=0)-,
-NH-CH2CH»-0-CH;CH;-0-CH2CH;-0-CH>CH;-O-CH2CH,-0-CH,CH; -C(=0)-,
-NH-CHCH;-0-CH>CH;-0-CH;CH;-O-CH2CH,-O-CH:CH»-O-CHRCH-0-CH:CH2-C(=0)-,
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3.L°
LP & un residuo tetrapeptidico di -GGFG-(in cui G=glicina (Gly); F=fenilalanina (Phe)).
4, L*-({CH)n*-C(=0)-
L* in L3(CH)w*-C(=0)- & una struttura di -O- od un legame singolo. n® & un numero intero da 0 a 5, pi
preferibilmente da 0 a 3, pin preferibilmente 0 od 1.
Esempi di L*(CH2)n?-C(=0)- possono includere quelli aventi le seguenti strutture:
-0-CHz-C(=0})-,
-0-CH2CH3-C(=0}-,
-0-CH:CH;CH;3-C(=0)-,
-O-CH,CH>CH,CH;-C{=0)-,
-0-CH,CH,CH,CH,CH;-C{=Q)-,
-CH;-C(=0)-,
-CH;CH,-C(=0)-,
-CH,CHLCH-C(=0)-,
-CHyCH;CH2CH-C(=0)-,
-CH,CH,CH,CH,CHy-C(=0)-,
Di essi, si preferiscono
-0-CH,-C{=0)-,
-0-CH;CH,-C(=0}-, od
un caso in cui L? & un legame singolo, ed n” & 0.
Esempi specifici della struttura rappresentata da -NI-(CH2)n'-L*-(CH)n?-C(=0)- nel gruppo di collegamento
possono includere
-NH-CH»-C(=0)-,
-NH-CH;CH,-C(=0)-,
-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-,
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-NH-CH,CH»-O-C{(=0}-,
-NH-CH;CH;-O-Cl1,-C(=0)-,
-NH-CH;CH>CH;-C(=0)-,
-NH-CHyCHCHCH»-C(=0)-,
-NH-CH;CHy;CH2CH:CH,-C(=0)-.

-NH-CHyCH;CH;-C(=0)-,
-NH-CH;-0-CH;-C(=0)-, od
-NH-CH;CH,-0-C(=0)-
sono piu preferiti.

Nel gruppo di collegamento, la lunghezza di catena di -NH-(CHz)n'-L3*(CH)n?-C(=0)- & preferibilmente una
lunghezza di catena da 4 a 7 atomi, e pilt preferibilmente una lunghezza di catena di 5 o di 6 atomi.

In relazione al coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione, si considera che quando il
coningato anticorpo anti-TROP2-farmaco viene trasferito all’interno delle cellule tumorali, il gruppo funzionale di
collegamento viene scisso ed il derivato del farmaco avente una struttura rappresentata da NHp-{CHz)n!-L3-(CH,)n®-
C(=0)-(NH-DX) viene rilasciato per esprimere un’azione antitumorale. Esempi del derivato antitumorale che mostra un
effetto antitumorale mediante il rifascio dal coniugato anticorpo-farmaco della presente invenzione comprendono un
derivato antitumorale avente un gruppo funzionale strutturale in cui la struttura rappresentata da -NH-(CHajn!-L>-
(CH)n-C(=0)- del gruppo di collegamento ha un gruppo ammino terminale, ed i particolarmente preferiti includono i
seguenti.

NH,-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
NH;-CH3CH;CH,-C(=0)-(NH-DX),
NH,-CHy-0-CH;-C(=0)-(NH-DX),
NH,-CHCH;~O-CH;-C{=Q)-(NH-DX).
Nello stesso tempo, in caso di NH-CH-O-CHy-C(=0)-(NH-DX), & stato confermato che, poiché la sirutiura

amminale nella molecola ¢ instabile, essa subisce ancora un’autodegradazione per rilasciare il seguente HO-CH,-C(=0)-
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(NH-DX). Questi composti possono essere anche preferibilmente utilizzati come intermedio di produzione del coniugato
anticorpo-farmaco della presente invenzione.

Per il coniugato anticorpo-farmaco della presente invenzione in cui P'exatecano viene utilizzato come farmaco,
si preferisce che if gruppo funzionale strutturale di collegamento del farmacoe [-LE-L2-LP-NH-{CHn!-L*~{CH)n>-C(=0)-
(NH-DX)}] avente la seguente struttura sia connesso ad un anticorpo. H numero medio di coniugati del suddetto gruppo
funzionale strutturale di collegamento del farmaco per anticorpo pud essere da 1 a 10. Preferibilmente, é da 2 ad 8, e pin
preferibilmente da 3 ad 8.

(Succinimid-3-il-N)-CH>CH,-C{(=0)-GGFG-NH-CH,CH;-C(=0)-(NH-DX),
{succinimid-3-il-N)-CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CHyCH,CH-C(=O)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH>CH>CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0}-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH;CH2CH,CHCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,;CH>CH-C(=0)-(NH-DX),
(suceinimid-3-il-N)-CHaCHCHaCH CHy-C(=0)-GGFG-NH-CILCHCH2 CH2CH-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH»CH»CH,CH;CH-C(=0)-GGF G-NH-CIH>-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N}-CH,CHCHCH;CH,-C(=0}-GGFG-NH-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
{succinimid-3-il-N)-CH,CH»-C(=0)-NH-CHCH,-0-CH2CHz-0-CH,CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH:CH,-C{(=0)-(NH-
DX),
(succinimid-3-il-N)-CH:CH,-C(=0)-NH-CH,CH;-0-CH:CH,-0-CH;CH,;-C{=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH3-C(=0)-
(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CHCH,-C(=0)-NH-CH,CH-0-CH,CH-0-CH,CHz-O-CHCH»-0-CH,CH; -C(=0)-GGFG-NH-
CH>CH,-C{=0)-(NH-DX},
(succinimid-3-il-N)-CH,CH»-C{(=0)-NH-CH;CH,-0-CH2CH:-0-CHCH,-Q-CHCHy-0-CHRCH,-C(=0)-GGFG-NH-
CH>CH2CH,-C(=0)-(NH-DX).

Tra essi, i piti preferiti sono i seguenti.
(Succinimid-3-il-N)-CH,CH>-C{(=0)-GGFG-NH-CH:CH2CH,-C(=0}-(NH-DX),

{succinimid-3-il-N)-CH2CH2CH,CH, CH,-C(=0)-GGFG-NH-CHCHCH-C{(=0)-(NH-DX),
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(succinimid-3-il-N)-CHCHCHyCH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CIH,-0-CH,-C(=0)-(NI-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH;CH>CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH;-C(=0)-NH-CH:CH,-O-CHaCH3-O-CHCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CHCH,-C(0O)-(NII-
DX),
(succinimid-3-il-N)-CHyCH3-C(=0)-NH-CH,CH:-Q-CHyCH-O-CH2CHa-O- CH,CH,-O-CH2CH, -C(=0)-G GFG-NH-
CH>CH,CH»-C(=0)-(NH-DX),

[ particolarmente preferiti sono i seguenti.
(Suceinimid-3-il-N)-CH,CH,CH;CH,CH3-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(succinimid-3-il-N)-CH,CH;CH;CHaCH-C(=0)-GGFG-NH-CH:CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX},
(succinimid-3-il-N)-CH,CH;-C(=0)-NH-CH>CH;-0-CH3CH,-0-CH;CH,-C{=0}-GGFG-NH-CHCH,CH;-C(O)-{NH-
DX).

In relazione alla struttura di collegamento per coniugare 'anticorpe anti-TROP2 ed un farmaco nel coniugato
anticorpo-farmaco della presente invenzione, it gruppo di collegamento preferito pud essere costruito connettendo le
strutture preferite mostrate per ciascuna parte del gruppo di collegamento spiegate sopra. Per quanto riguarda la struttura
di collegamento, possono essere preferibilmente utilizzate quelle con la seguente struttura. Nello stesso tempo, il terminale
sinistro della struttura ¢ una posizione di connessione con I'anticorpo ed i terminale destro & una posizione di connessione
con il farmaco.

{Succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH3-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,CHyCH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CHyCH,-C(=0)-,
{succinimid-3-il-N}-CH,CH;CH,CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH;CHCH2-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH,CH, CHy-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH2CH,CH-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH;CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CHy-0-CHy-C(=0)-,
(succinimid-3-i-N}-CHy;CH;CH2CH,CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH;-0-CHy-C(=0)-,
(suceinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH;-0-CH;CH;-0-CH;CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-,
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(succinimid-3-il-N)-CH;CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-O-CH,CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH3zCH,-C(=0)-NH-CH;CH,-0-CH,CH,-O-CH,CH,-0O-CH,CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-
CH,CH,-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH;-0-CH,CH,-O-CH,CH;-0-CH,CH,-O-CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-
CH2CH2CH2-C(=0)-.

Tra essi, i piu preferiti sono i seguenti.

(Suceinimid-3-il-N)-CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH»-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH2CH:CH>CH>CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH,;CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CH,-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH,CH,CH>CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH;-O-CH;-C(=0)-,
(suecinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH;CH;-O-CH,CH;-0O-CH;CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-0-CH,CH;-O-CH>CH;-0-CH,;CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-
CH2CH,CH;-C(=0)-.

I particolarmente preferiti includono i seguenti,
(Suceinimid-3-il-N)-CH,CH,CH;CH»CH-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0O-CH,-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH,CH>CH,CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-0-CH;-C(=0)-,
(succinimid-3-il-N)-CH>CH;-C(=0)-NH-CH:CH;-0-CH2CH;-0-CH>CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(0)-.
[Metodo di produzione]

Poi, vengono fornite spiegazioni per il metodo rappresentativo per produrre il coniugato anticorpo-farmaco della
presente invenzione od un suo intermedio di produzione. Nello stesso tempo, i composti vengono descritti qui sotto con
il numero di composto mostrato in ciascuna formula di reazione, Specificamente, essi vengono indicati come “composto
di formula (1), un “composto (1)”, o simili. I composti con numeri diversi da quelli vengono anch’essi descritti in modo
simile.

1. Metodo di produzione 1

Il coniugato anticorpo-farmaco rappresentato dalla formula (1) che & connesso alla struttura di collegamento del
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farmaco attraverso un tioetere puo essere prodotto mediante il seguente metodo, per esempio
[Formula 17]

AB
L"-LALP-NH-(CH,)n"-L3-(CH,)n*-C{=O}H{NH-DX) —3—a> AB-L"L2LP-NH-{CH,)n'-L*-(CH,)?-C(=0)-(NH-DX)
2 1

[Nella formula, AB rappresenta un anticorpo avente un gruppo sulfidrile, ed L rappresenta la struttura di
collegamento L' in cui il terminale di collegamento € un gruppo maleimmidile (formula mostrata sotto)
[Formula 18]

(nella formula, I’atomo di azoto ¢ la posizione di connessione),
e rappresenta specificamente un gruppo in cui il gruppo funzionale -(succinimid-3-il-N)- in -(succinimid-3-il-N)-(CHy)n’-
C(=0)- di L' & un gruppo maleimmidile. Inoltre, I’ -(NH-DX) rappresenta una struttura rappresentata dalla seguente

formula:

[Formula 19]

e rappresenta un gruppo che ¢ derivato rimuovendo un atomo di idrogeno del gruppo ammino in posizione 1

dell’exatecano. ]
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Inoltre, il composto di formula (1) nella formula di reazione di cui sopra ¢ interpretato come struttura in cui un
gruppo funzionale strutturale corrispondente dal farmaco al terminale di collegamento si collega ad un anticorpo. Tuttavia,
¢ solo la descrizione data per convenienza, ¢ vi sono effettivamente molti casi in cui una pluralita dei gruppi funzionali
strutturali &€ connessa ad una molecola anticorpale. Lo stesso si applica alla spiegazione del metodo di produzione descritto
sotto.

I1 coniugato anticorpo-farmaco (1) pud essere preparato facendo reagire il composto (2), il quale pud essere
ottenuto mediante il metodo descritto sotto, con I’anticorpo (3a) avente un gruppo sulfidrile.

L’anticorpo (3a) avente un gruppo sulfidrile pud essere oftenuto mediante un metodo ben noto nell’arte
(Hermanson, G.T, Bioconjugate Techniques, pagine da 56 a 136, pagine da 456 a 493, Academic Press (1996)). Esempi
includono: il reagente di Traut viene fatto reagire con il gruppo ammino dell’anticorpo; gli N-succinimmidil S-
acetiltioalcanoati vengono fatti reagire con il gruppo ammino dell’anticorpo cui segue la reazione con idrossilammina;
dopo aver reagito con N-succinimmidil 3-(piridilditio)propionato, I’anticorpo viene fatto reagire con un agente riducente;
P’anticorpo viene fatto reagire con un agente riducente quale ditiotreitolo, 2-mercaptoetanolo, ¢ tris(2-carbossietil) fosfina
cloridrato (TCEP) per ridurre il legame disolfuro in una parte cerniera nell’anticorpo per formare un gruppo sulfidrile,
ma non sono limitati a questi.

Specificamente, utilizzando da 0,3 a 3 equivalenti molari di TCEP come agente riducente per il disolfuro nella
parte cerniera nell’anticorpo e facendolo reagire con |’anticorpo in una soluzione tampone contenente un agente chelante,
pud essere ottenuto ’anticorpo con un disolfuro parzialmente o completamente ridotto nella parte cerniera nell’anticorpo.
Esempi dell’agente chelante includono acido etilendiamminotetraacetico (EDTA) ed acido dietilentriamminopentaacetico
(DTPA). Puo essere utilizzato ad una concentrazione da 1mM a 20mM. Esempi della soluzione tampone che pud essere
utilizzata includono una soluzione di fosfato di sodio, di borato di sodio, o di acetato di sodio. Specificamente, facendo
reagire I'anticorpo con TCEP ad una temperatura da 4°C a 37°C per da 1 a 4 ore, pud essere ottenuto I’anticorpo (3a)
avente un gruppo sulfidrile parzialmente o completamente ridotto.

Nello stesso tempo, conducendo la reazione per aggiungere un gruppo sulfidrile ad un gruppo funzionale di

collegamento del farmaco, il gruppo tunzionale di collegamento del farmaco puod essere coniugato mediante un legame
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tioetere.

Utilizzando da 2 a 20 equivalenti molari del composto (2) per 'anticorpo (3a) avente un gruppo sulfidrile, pud
essere prodotto il coniugato anticorpo-farmaco (1) in cui sono coniugate da 2 ad 8 molecole di farmaco per anticorpo.
Specificamente, ¢ sufficiente che la soluzione contenente il composto (2) ivi disciolto venga aggiunta ad una soluzione
tampone contenente I’anticorpo (3a) avente un gruppo sulfidrile per la reazione. Qui, esempi della soluzione tampone che
puo essere utilizzata includono una soluzione di acetato di sodio, di fosfato di sodio, e di borato di sodio. Il pH per la
reazione ¢ da 5 a 9, e pin preferibilmente la reazione viene condotta vicino a pH 7. Esempi del solvente per sciogliere il
composto (2) includono un solvente organico quale dimetilsolfossido (DMSO), dimetilformammide (DMF),
dimetilacetammide (DMA), ed N-metil-2-piridone (NMP).

E sufficiente che la soluzione in solvente organico contenente il composto (2) ivi disciolto venga aggiunta
dall’ 1% al 20% v/v ad una soluzione tampone contenente 1’anticorpo (3a) avente un gruppo sulfidrile per la reazione. La
temperatura di reazione € da 0°C a 37°C, pin preferibilmente da 10°C a 25°C, ed il tempo di reazione ¢ da 0,5 a 2 ore. La
reazione pud essere terminata deattivando la reattivita del composto non reagito (2) con un reagente contenente tiolo.
Esempi del reagente contenente tiolo includono cisteina ed N-acetil-L-cisteina (NAC). Pill specificamente, da 1 a 2
equivalenti molari di NAC vengono aggiunti al composto (2) utilizzato e, incubando a temperatura ambiente per da 10 a
30 minuti, la reazione pud essere terminata.

Il coniugato anticorpo-farmaco prodotto (1) pud essere sottoposto, dopo la concentrazione, allo scambio del
tampone, alla purificazione, ed alla misurazione della concentrazione di anticorpo e del numero medio di molecole di
farmaco coniugate per molecola anticorpale secondo comuni procedure descritte sotto, all’identificazione del coniugato
anticorpo-farmaco (1) .

Procedura comune A: concentrazione della soluzione acquosa di anticorpo o di coniugato anticorpo-farmaco

Ad un contenitore Amicon Ultra (50.000 limite di peso molecolare, Millipore Corporation), € stata aggiunta una
soluzione di anticorpo o di coniugato anticorpo-farmaco e la soluzione dell’anticorpo o del coniugato anticorpo-farmaco
¢ stata concentrata mediante centrifugazione (centrifuga per da 5 a 20 minuti da 2000 G a 3800 G) utilizzando una

centrifuga (Allegra X-15R, Beckman Coulter, Inc.).
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Procedura comune B: misurazione della concentrazione di anticorpo

Utilizzando un rilevatore UV (Nanodrop [000, Therme Fisher Scientific Inc.), la misurazione della
concentrazione di anlicorpo & stata eseguita secondo il metodo definito dal produttore. A quel tempo, & stato utilizzato un
coefficiente di assorbimento a 280 nm differente per ciascun anticorpo (da 1,3 mimg'em™? ad 1,8 mlmgtem™).
Procedura comune C-1: scambio del tampone per anticorpo

Una colonna NAP-25 (numero di catalogo 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) che utilizza un
veicolante Sephadex G-25 & stata equilibrata con tampone fosfato (10mM, pH 6,0; viene indicato come PBS6,0/EDTA
nella descrizione) contenente cloruro di sodio (137mM) ed acido etilendiamminotetraacetico (EDTA, 5mM) secondo i
metodo definito dal produttore. La soluzione acquosa dell’anticorpo & stata applicata in una quantitd di 2,5 m! ad una
singola colonna NAP-25, e quindi la frazione (3,5 ml) eluita con 3,5 ml di PBS6,0/EDTA ¢ stata raccolta. La frazione
risultante ¢ stata concentrata mediante Ia procedura comune A. Dopo la misurazione della concentrazione dell’anticorpo
utitizzando la procedura comune B, la concentrazione dell’anticorpo & stata regolata a 10 mg/ml utilizzando
PBS6,0/EDTA.
Procedura comune C-2: scambio del tampone per anticorpo

Una colonna NAP-25 (numero di cataloge 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) che utilizza un
veicolante Sephadex (-25 ¢ siata equilibrata con tampone fosfato (50mM, pIl 6,5; viene indicato come PBS6,5/EDTA
nella descrizione) contenente cloruro di sodio (50mM) ed EDTA (ZmM) secondo il metodo definito dal produttore. La
soluzione acquosa dell’anticorpo ¢ stata applicata in una quantitd di 2,5 ml ad una singola colonna NAP-23, ¢ quindi la
frazione (3,5 ml) eluita con 3,5 ml di PBS6,5/EDTA ¢ stata raccolta. La frazione risultante & stata concentrata mediante
la procedura comune A. Dopo la misurazione della concentrazione dell’anticorpo utilizzando la procedura comune B, la
concentrazione dell’anticorpo ¢ stata regolata a 20 mg/ml utilizzando PBS6,5/EDTA.
Procedura comune D: purificazione del coniugato anticorpo-farmaco

Una colonna NAP-25 ¢ stata equilibrata con qualsiasi tampone scelto tra tampone fosfato {(PBS7.4, numero di
catalogo 10010-023, Invitrogen), tampone fosfato di sodio (10mM, pH 6,0; viene indicato come PBS6,0) contenente

cloruro di sodio (137mM), e tampone acetato contenente sorbitolo (5%) {(10mM, pH 3,5; viene indicato come ABS nelia
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descrizione} disponibile in commercio. La soluzione acquosa della reazione del coniugato anticorpo-farmaco ¢ stata
applicata in una quantitd di circa 1,5 mi alla colonna NAP-25, e quindi eluita con il tampone in una quantiti definita dal
produttore per raccogliere la frazione anticorpale. La frazione raccolta & stata applicata ancora alla colonna NAP-25 ¢,
ripetendo da 2 a 3 volte in totale it procedimento di purificazione della perineazione su gel per eluire con un tampone, &
stato ottenuto il coniugato anticorpo-farmaco escludendo il gruppo di collegamento del farmaco non coniugato ed un
composto a basso peso molecolare (tris(2-carbossietit}fosfina cloridrato (TCEP), N-acetil-L-cisteina (NAC), e
dimetilsolfossido). Procedura comune E; misurazione della concentrazione di anticorpo nel coniugato anticorpo-farmaco
e del numero medio di molecole di farmaco coniugate per molecola anticorpale (1),

La concentrazione di farmaco coniugato nel coniugato anticorpo-farmaco pud essere calcolata misurando
Passorbanza UV di una soluzione acquosa del coniugato anticorpo-farmaco a due lunghezze d’onda di 280 nm e di 370
nm, cui segue ’esecuzione del calcolo mostrato sotto.

Poiché I'assorbanza totale a qualsiasi lunghezza d’onda ¢ uguale alla somma dell’assorbanza di ogni specie
chimica che assorbe luce che & presente in un sistema {(additivita deli’assorbanza), quando i coefficienti di assorbimento
molare dell’anticorpo e del farmaco rimangono gli stessi prima ¢ dopo la coniugazione tra P’anticorpo ed il farmaco, la
concenirazione dell’anticorpo € la concentrazione del farmaco nel coniugato anticorpo-farmaco vengono espresse con le

seguenti equazioni.

Bpsa = Anose 4 Ax2en = Bu,00Cn b By, 200G Equazione (I)
Ayap = Agsved Bpsis % By, 3mC0 b By, 500Gy Fquazione (II)

Nel sopracitato, Asgs rappresenta I’assorbanza di una soluzione acquosa del coniugato anticorpo-farmaco a 280
1m, Az rappresenta 1'assorbanza di una seluzione acquosa del coniugato anticorpo-farmaco a 370 nm, Ao rappresenta
I'assorbanza di un anticorpo a 280 nm, A7 rappresenta assorbanza di un anticorpo a 370 nm, Apae rappresenta
I'assorbanza di un precursore del coniugato a 280 nm, Ap 370 rappresenta Passorbanza di un precursore del coniugato a

370 num, €4 230 rappresenta il coefficiente di assorbimento molare di un anticorpo a 280 nim, g4 37 rappresenta il coefficiente
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di assorbimento molare di un anticorpo a 370 nm, ep,250 rappresenta il coefficiente di assorbimento molare di un precursore
del coniugato a 280 nm, ep 370 rappresenta il coefficiente di assorbimento molare di un precursore del coniugato a 370
nm, Ca rappresenta la concentrazione dell’anticorpo in un coniugato anticorpo-farmaco, € Cp rappresenta la
concentrazione del farmaco in un coniugato anticorpo-farmaco.

Per quanto riguarda €x2s0, €a370, €p2s0, €d €p370 nel sopracitato, vengono utilizzati valori precedentemente
preparati (valore stimato sulla base del calcolo o valore di misurazione ottenuto mediante misurazione UV del composto).
Per esempio, €420 pud essere stimato dalla sequenza amminoacidica di un anticorpo utilizzando un metodo di calcolo
noto (Protein Science, 1995, volume 4, da 2411 a 2423). €370 € in generale zero. ep2s0 ed £p,370 possono essere ottenuti
in base alla legge di Lambert-Beer (assorbanza=concentrazione molarexcoefficiente di assorbimento molarexlunghezza
del cammino cellulare) misurando I’assorbanza di una soluzione in cui il precursore del coniugato da utilizzare viene
disciolto ad una certa concentrazione molare. Misurando Asgo di una soluzione acquosa del coniugato anticorpo-farmaco
e risolvendo le equazioni simultanee (I) e (1I) utilizzando i valori, possono essere ottenute Ca € Cp. Inoltre, dividendo Cp
per Ca, pud essere ottenuto il numero medio di farmaco coniugato per anticorpo.

Procedura comune F: misurazione del numero medio di molecole di farmaco coniugate per molecola anticorpale
nel coniugato anticorpo-farmaco (2).

Il numero medio di molecole di farmaco coniugate per molecola anticorpale nel coniugato anticorpo-farmaco
puo essere anche determinato mediante analisi di cromatografia liquida a prestazione elevata (HPLC) utilizzando un
metodo descritto sotto, oltre alla procedura comune E menzionata sopra.

[F-1. Preparazione di un campione per I’analisi HPLC (riduzione del coniugato anticorpo-farmaco)]

Una soluzione di coniugato anticorpo-farmaco (circa 1 mg/ml, 60 pul) viene miscelata con una soluzione acquosa
di ditiotreitolo (DTT) (100mM, 15 pl). La miscela viene incubata a 37°C per 30 minuti per scindere il legame disolfuro
tra la catena L e la catena H del coniugato anticorpo-farmaco. 1l campione risultante viene utilizzato in analisi HPLC.
[F-2. Analisi HPLC]

L’analisi HPLC viene condotta nelle seguenti condizioni di misurazione:

sistema HPLC: sistema HPLC Agilent 1290 (Agilent Technologies, Inc.)
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rilevatore: spettrometro ad assorbimento UV (lunghezza d’onda di misurazione: 280 nm)

colonna: PLRP-S (2,1 mm » 50 mm, 8 pm, 1000 angstrom; Agilent Technologies, Inc., P/N PL1912-1802)

temperatura della colonna: 80°C

fase mobile A: soluzione di acido trifluoroacetico acquoso (TFA) allo 0,04%

fase mobile B: soluzione di acetonitrile contenente TFA allo 0,04%

programma di gradiente: dal 29% al 36% {da 0 minuti a 12,5 minuti), dal 36% al 42% {da 12,5 minuti a 15 minuti), dal
42% al 29% (da 15 minuti a 15,1 minuti), dal 29% al 29% (da 15,1 minuti a 25 minuti)

volume di iniezione del campione: 15 ul

[F-3. Analisi dei dati]

[F-3-1] In confronto ad una catena L (Lo) ¢ ad una catena H (Ho) di un anticorpo non coniugato, una catena L coniugata
at farmaco (catena L connessa ad una molecola del farmaco: L;) e catene H coniugate al farmaco (catena H connessa ad
una molecola del farmaco: H,, catena H connessa a due molecole del farmaco: H;, catena H connessa a tre molecole del
farmaco: Hs) mostrano idrofobicita superiore in proporzione al numero di molecole di farmaco coniugate e cosi hanno un
tempo di ritenzione superiore. Queste catene sono quindi eluite nell’ordine di Ly ed Ly od He, Hi, Ha, ed H;. I picchi di
rilevamento possono essere assegnati a qualsiasi di Ly, Ly, Ho, Hi, Ha, ed Hy mediante il confronto dei tempi di ritenzione
con Lg ed Hp.

{F-3-2] Poiché il gruppo di collegamento del farmaco ha un assorbimento UV, i valori delf’area del picco sono corretti in
risposta al numero di molecole coniugate del gruppo di collegamento del farmaco secondo la seguente espressione che

utilizza i coefficienti di assorbimento molare della catena 1., della catena H, e del gruppo di collegamento del farmaco.
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[Espressione 1]
Valore corretto dell’area del picco della catena L (L)

= Area del picco

coefficiente di estinzione molare della catena L

coefficiente di estinzione molare della catena L + il numero di molecole di farmaco coniugate x
coefficiente di estinzione molare del gruppo di collegamento del farmaco

[Espressione 2]

Valore corretto dell’area del picco della catena H (H;)
= Area del picco

coefficiente di estinzione molare della catena H

coefficiente di estinzione molare della catena H +il numereo di molecole di farmaco coniugate x
coefficiente di estinzione molare del gruppo di collegamento del farmaco

Qui, come per il coefficiente di estinzione molare (280 nm) della catena L o della catena H di ciascun anticorpo,
puo essere utilizzato un valore stimato dalla sequenza amminoacidica della catena L o della catena H di ciascun anticorpo
mediante un metodo di calcolo noto (Protein Science, 1995, volume 4, da 2411 a 2423). Nel caso di hTINA, un

5 coefficiente di estinzione molare di 34.690 ed un coefficiente di estinzione molare di 95.000 sono stati utilizzati come
valori stimati per la catena L e per la catena H, rispettivamente, secondo la loro sequenza amminoacidica. Per quanto
riguarda il coefficiente di estinzione molare (280 nm) del gruppo di collegamento del farmaco, & stato utilizzato il
coefficiente di estinzione molare misurato (280 nm) di un composto in cui il gruppo maleimmide & stato convertito in
succinimmide tioetere mediante la reazione di ciascun gruppo di collegamento del farmaco con mercaptoetanolo o con

10 N-acetilcisteina.

(F-3-3] Il rapporto dell’area del picco (%) di ciascuna catena ¢ calcolato per il totale dei valori corretti delle aree del picco
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secondo la seguente espressione.

[Espressione 3]

Rapporto dell'area del picco della catenal = —tt % 100
A + Ay
' , Ay
Rapporte dell'area del picco della catenaH = x 100

Apo + Ay + Ay + Ay

Ari, Ang valori corretti delle rispettive aree def picco di Li e di H;
[F-3-4] I numero medio di molecole di farmaco coniugate per molecola anticorpale nel coniugato anticorpo-farmaco &
5 calcolato secondo la seguente espressione.
Numero medio di molecole di farmaco coniugate=(rapporio dell’area del picco di Lox0+rapporto dell’area del
picco di LOx 1+ rapporto dell*area del picco di HoxO+rapporto dell’area del picco di Hy» IHrapporto dell’area del picco di
Hax2+rapporto dell’area del picco di Hyx3)/100x2.
1 composto rappresentato dalla formula (2} nel metodo di produzione 1 & un composte rappresentato dalla
10 seguente formula:
(maleimmid-N-il)-(CH2)n3-C(=0)-L2-LF-NH-(CH2)n'-L*-(CH2)n®-C(=0)-(NH-DX)
Nella formula,
n’ rappresenta un numero intero da 2 ad 8,
1.2 rappresenta -NH-(CH>CH;-O)n*-CHyCH-C(=0)- od un legame singolo,
15  incui n' rappresenta un numero intero da 1 a 6,
LF rappresenta un residuo tetrapeptidico di -GGFG-
n' rappresenta un numero intero da 0 a 6,
n? rappresenta un numero intero da 0 a 3,
L* rappresenta -O- od un legame singolo,

20 (maleimmid-N-il)- & un gruppo maleimmidile (gruppo 2,5-diosso-2,5-diidro- 1H-pirrol-1-ile) rappresentato dalta seguente
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formula:
[Formula 20}

in cui I'atomo di azoto & una posizione di connessione, -(NH-DX) ¢ un gruppo rappresentato dalla seguente formula:

[Formula 211

in cui I'atomo di azoto del gruppo ammino in posizione 1 & una posizione di connessione,
Quando L? ¢ un legame singolo od -NH-(CH>CH,-O)n*-CH2CH;-C(=0)-, si preferisce come intermedio di
produzione un composto in cui n* & un numero intero da 2 a 4.
Inoltre, come per I'-NH-(CHz)n'-L*-(CHa)n’-, si preferisce come intermedio di produzione un composto avente
10 -NH-CH:CH;-, -NH-CH,CH;CH,-, -NH-CH;CH;CH;CHy-, -NH-CH>CH>CH,;CH,CH,-, -NH-CH2-O-CHy-, od -NH-
CH;CH,-O-CH,-. £ pilt preferito un composto avente -NH-CH>CH>CH;-, -NH-CH»-0O-CH,-, od -NH-CH,CH;-0O-CHo.
Inoltre, nel composto rappresentato dalla formula (2), si preferisce come intermedio di produzione un composto
in cui n® & un numero intero da 2 a 5, L? & un legame singolo, ed -NH-(CHz)n!-L>-(CHy)n?- ¢ -NH-CH,CH,-, -NH-
CH,CH,CH;-, -NH-CH2CH,CH;CHa-, -NH-CH2CHCHCHCH;-, -NH-CH;-0-CHs-, od -NH-CH,CH;-O-CH;-, E piti
15 preferito un composto in cui -NH-(CHa)n'-L2-(CH)n?- & -NH-CH,CH,-, -NH-CH,CH;CH;-, -NH-CH;-O-CHy-, od -NH-

CH;CH-O-CHs-. E ulteriormente preferito un composto in cui n* & un numero intero pari a 2 oppure a 5.
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inoltre, nel composto rappresentato dalla formula (2), si preferisce come intermedio di produzione un composto
in cui n’ & un numero intero da 2 a 5, L? & -NH-(CH,CH-O)n*-CH2CH,-C(=0)-, n* & un numero intero da 2 a 4, ed -NH-
(CH2)n!-L3-(CH;)n?- & -NH-CH,CH;-, -NH-CH,CH,CH;-, -NH-CH,CH,CH,CH,-, -NH-CH,CH,CH;CH,CHj-, -NH-
CH»-0-CH,-, od -NH-CH>CH,-O-CH,-. ¥ piit preferito un composto in cui n* & un numero intero pari a 2 oppure a 4. E
ulteriormente preferito un composto in cui -NH-(CHz)n'-L-(CHp)n- & -NH-CH,CH2CH,-, -NH-CH,-0-CH;-, od -NH-

CH;CH-O-CHo-.

Come tali intermedi preferiti utili nella produzione del composto della presente invenzione, possono essere

esemplificati i seguenti.
(Maleimmid-N-il)-CH,CHz-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C{(=0)-(NH-DX)},
(mateimmid-N-il}-CH.,CH,CH,-C(=0}-GGFG-NH-CH;CH-C{=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH,CH,CH,-C(=Q)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
{maleimmid-N-i})-CH,CH,CH,CH,CHz-C(=0)-GGFG-NH-CH)CH,-C(=0)-(NH-DX),
{maleimmid-N-il)-CH;CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH>CH>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CHCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il}-CHyCH:CH2CH-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH:CHCHCHyCH,-C{=0)-GGFG-NIH-CHCHyCH,-C(=0)-(NH-DX),
{maleimmid-N-il)-CH:CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CHCH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH;CH:CH,-C(=0}-GGFG-NH-CH,CH,CH,CH;-C{=0}-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH;CH2CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CIHCH,CHCH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CHyCH»CHCH:CH,-C(=0}-GGFG-NH-CH,CHCHRCH»-C(=0)-(NH-DX),
{maleimmid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH:CH>CHCHLCH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il}-CH,CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,CH,CH,CH3-C{=0)-(NH-DX),
{maleimmid-N-il)-CH:CH,CH2CH»-C(=0)-GGFG-NIH-CH;CH,CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
{maleimmid-N-il)-CHCHCH,CH,CHy-C{=0)-GGFG-NH-CHCHyCH>CHCH-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il}-CH;CH-C(=0)-GGFG-NH-CH;-0-CIL-C(=0)-(NH-DX),
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(maleimmid-N-il)-CH2CH:CH3-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CHz-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH>CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH>CH>CH;CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;-0-CH;-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH;-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH,;CH;CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH,CH,CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-0-CH,CH,-0-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,CH,-C(=0)-(NH-
DX),
(maleimmid-N-il)-CH,;CH,-C(=0)-NH-CH;CH;-O-CH,CH,-0-CH,CH,-O-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CHs-
C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH>CH,-O-CH,CH;-O-CH,CH;-0O-CH,CH,-O-CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-
CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX).

Il coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione pud essere preparato facendo reagire un
composto di collegamento del farmaco scelto dal gruppo descritto sopra di composti degli intermedi di produzione con
un anticorpo anti-TROP2 o con un suo derivato reattivo e formando un legame tioetere ad un sito di legame disolfuro
presente in una parte cerniera dell’anticorpo anti-TROP2. In questo caso, viene preferibilmente utilizzato un derivato
reattivo dell’anticorpo anti-TROP2. In particolare, si preferisce un derivato reattivo ottenuto riducendo I’anticorpo anti-
TROP2.

I seguenti sono composti pitl preferiti come intermedi di produzione.
(Maleimmid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,;CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH>CH>CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH>CH,CH,>CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH;-C(=0)-(NH-DX),
(maleimmid-N-il)-CH,CH,CH,CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH:CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
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(maleimmid-N-il)-CH;CH2CH2CHCH-C(=0)-G GFG-NH-CH-O-CH,-C(=0}-(NH-DX),
(maleimmid-N-i)-CH,CH;CH;CH2CH3-C(=0)-GGFG-NH-CHyCHz-0-CHa-C(=0}-(NH-DX),
{maleimmid-N-il)-CH,CH;-C(=0)-NH-CH:CH;-0Q-CH;CH;-O-CH>CH2-C{(=0)-GGFG-NH-CHCHCH,-C(=0)-{NH-
DX},
(maleimmid-N-il}-CH>CH-C(=0)-NH-CH,CH»O-CH;CH,-O-CH:CH.-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)}-(NH-DX),
{maleimmid-N-il)-CH;CH,-C(=0}-NH-CH;CH3-O-CH;CH;-0-CH2CH;-O-CH,CH-0-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-
CH,CH>CH»-C(=0)-(NH-DX).

Tra il gruppo descritto sopra di composti intermedi, un composto rappresentato dalla seguente formula:
(maleimmid-N-il)-CH;CH»-C(=0)-NH-CH>CH,-O-CH,CH2-0-CHCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C{(=0)-(NH-
DX),

(maleimmid-N-il)-CH,CH>CH,CHCH,-C(=0}-GGFG-NH-CH-0-CH)-C(=0)-(NH-DX), o
(maleimmid-N-il)-CH;CH>CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-Q-CHz-C(=0)-(NH-DX),
¢ un ulteriore composto preferito.

Allo scopo di assicurare la guantitd del coniugato, una pluralitd di coniugati ottenuti in condizioni di produzione
simili per avere un numero equivalente di farmaci {per esempio ¢irca £1) pud essere miscelata per preparare nuovi lotti.
In questo caso, il numere medio di farmaci ricade tra { nnmeri medi di farmaci nei coniugati prima della miscelazione.

2. Metodo di produzione 2
I composto rappresentato dalla formula (2) come intermedio utilizzato nel precedente metodo di produzione ed

un suo sale farmacologicamente accettabile possono essere prodotti mediante il seguente metodo, per esempio
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[Formula 22

NH,-DX
4
P1NH-(CH It M GH,)R-C{=0p0H
5

PHNH{CH - L3{CH R-C (=OHNH-DX) NH{CH A LA(CH,InP-C(=0}-08°
6 12

PLLE-OH
8

P2-LP-NH(CH,In%L2{CH, r?-C(=0)-0P*

P eOH B
8 NH, DX

PLLP-NH-GH LA (CH )-GO HNH-DX) 4—747—— PLP-NH-{CH, A -LP{GH,)r?-Ci= 0)-0H

NHACH I L (GH, R S {E0MNH-DX)
H

14
i HALP HHHG H - L0{CH, 2 G{=03- 0P
15
LY 4201
H4P NHHCH o L2 (CH ) P-C{=0NH-DX) 11
LTLLOM 1 LUEZLENHHCH N LMCH, I C =0 OP?
1 NH,-DX 16

LYE2L 2 NHHGH, )P A {CH,)r2-C(=O-{NH-DX) = LV L L ANHACH I LG 0= 03-0H
2 t7

Nella formula, LY rappresenta un gruppo maleimmidile, e P!, P2, ¢ P? rappresentano ciascuno un gruppo
protettivo,

11 composto (6) pud essere prodotto derivatizzando I"acido carbossilico (5) in un estere attivo, in un’anidride
mista dell’acido, in un alogenuro dell’acido, o simili e facendolo reagire con NH-DX (4) o con un suo sale
farmacologicamente accettabile in presenza di una base. NH2-DX (4) rappresenta 'exatecano (nome chimico: (18,98)-1-
ammino-9-etil-5-fluoro-2,3-diidro-9-idrossi-4-metil-1H,12H-benzo[ de]pirano[3°,4°:6,7Jindolizino[ 1,2-blchinolin- 10,13
{9H,15H)-dione).

1 reagenti ¢ le condizioni di reazione che vengono comunemente utilizzati per la sintesi peptidica possono essere
impiegati per la reazione. Vi sono vari tipi di estere attivo. Per esempio, esso pud essere preparato facendo reagire fenoli
quali p-nitrofenolo, N-idrossibenzotriazolo, N-idrossisuccinimmide, o simili, con 'acido carbossilico (3) utilizzando un
agente di condensazione quale N,N’-dicicloesilcarbodiimmide od 1-etil-3-(3-dimetilamminopropil)carbodiimmide
cloridrato. Inoltre, Pestere attivo pud anche essere prodotto da una reazione dell’acide carbossilico (5} con

pentafluorofeniltrifluoroacetato o simili; da  uwna  reazione  dell’acido  carbossilico (5) con  1I-
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benzotriazolilossitripirrolidinfosfonio  esafluorofosfite; da una  reazione dell’acido carbossilico (5) con
dietilcianofosfonato (metodo di salatura); da una reazione dell’acido carbossitico (5) con trifenilfosfina e con 2,2°-
dipiridildisolfuro (metodo di Mukaiyama); da una reazione deli’acido carbossilico (5) con un derivato della triazina quale
clorure di 4-(4,6-dimetossi-1,3,5-triazin-2-ii)-4-metilmorfolinio {DMTMM); o simili, Inoltre, la reazione pud anche
essere eseguita, per esempio, da un metodo dell’alogenuro dell’acido mediante il quale Facido carbossilico (5) viene
trattato con un alogenuro delt’acido quale cloruro di tionile e cloruro di ossalile in presenza di una base.,

Facendo reagire ['estere attivo, I’anidride mista dell’acido, o Falogenuro dell’acido dell’acido carbossilico (5)
ottenuti come sopra con il composto {(4) in presenza di una base adatta in un sclvente inerte ad una temperatura di reazione
da -78°C a 150°C, pud essere prodotto il composto {6). Nello stesso tempo, “solvenie inerte” indica un solvente che non
inibisce una reazione bersaglio per la quale viene utilizzato il solvente.

Esempi specifici della base utilizzata per ciascun passaggio descriito sopra possono includere carbonato,
alcossido, idrossido, od idruro di un metallo alcaline o di un metallo alcalino ferroso compresi carbonato di sodio,
call'bonato di potassio, etossido di sodio, butossido di potassio, idrossido di sodio, idrossido di potassio, idrure di sodio,
ed idruro di potassio, una base organometallica rappresentata da un alchillitio compresi n-butillitio, dialchilammino litio
compresa ditsopropilammide di litio; una base organometallica di bissililammina compresa bis(trimetilsilil)ammide di
litio; ed una base organica compresi un’ammina terziaria od un composto eterociclico confenente azoto quali piridina,
2,0-lutidina, collidina, 4-dimetitamminopiridina, trictilammina, N-metilmorfolina, diisopropiletilammina, e
diazabiciclo[5.4.00undec-7-ene (DBU).

Esempi del solvente inerte che viene utilizzato per la reazione della presente invenzione comprendono un
solvente idrocarburico alogenato quale diclorometano, cloroformio, e tetracloruro di carbonio; un solvente etereo quale
tetraidrofurano, 1,2-dimetossietano, e diossano; un solvente idrocarburico aromatico quale benzene e toluene; ed un
solvente ammidico, quale N,N-dimetilformammide, N,N-dimetilacetammide, ed N-metilpirrolidin-2-one. Olire ad essi,
possono essere utilizzati in qualche caso un solvente solfossidico quale dimetilsolfossido e solfolano; un solvente
chetonico, quale acetone e metiletilchetone; ed un solvente alcolico quale metanolo ed etanolo, Incltre, questi solventi

possono essere miscelati per I'uso.
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Per quanto riguarda it gruppo protettivo P* per il gruppo ammino terminale del composto (6), pud essere
utilizzato un gruppo protettivo per un gruppo ammino che viene generalmente utilizzato per la sintesi peptidica, per
esempio, un gruppo tert-butilossicarbonile, un gruppo 9-fluoreniimetilossicarbonile, ed un gruppo benzilossicarbonile.
Esempi dell’altro gruppo protettivo per un gruppo anumino possono includere un gruppo alcanoile quale un gruppo acetile;
un gruppo alcossicarbonile quale un gruppo metossicarbonile ed un pruppo etossicarbonile; un gruppo
arilmetossicarbonile  quale un  gruppo  parametossibenzilossicarbonile, ed un  gruppo  paralod
orto)nitrobenzilossicarbonile; un gruppo arilmetile quale un gruppo benzile ed un gruppo trifenilmetile; un gruppo aroite
quale un gruppo benzoile; ed un gruppo arilsolfonile quale un gruppo 2,4-dinitrobenzensolfonile ed un gruppo
ortonitrobenzensolfonile. Il gruppo protettivo P! pud essere scello, per esempio, in relazione alle proprietd di un composto
avente un gruppo ammino da proteggere.

Deproteggendo il gruppo protettivo P! per il gruppo ammino terminale del composto (6) ottenuto, pud essere
prodotto il composto (7). Per questa deprotezione, i reagenti e le condizioni possono essere scelti in relazione al gruppo
protettivo.

I composto (9) pud essere prodotto derivatizzando 'acido carbossilico del peptide (8) avente ’amminoterminale
protetto con P? in un estere atfivo, in un’anidride mista dell’acido, o simili e facendolo reagire con il composto (7) ottenuto.
Le condizioni di reazione, i reagenti, la base, ed il solvente inerte utilizzati per formare un legame peptidico tra I’acido
carbossilico def peptide (8} ed il composto (7) possono essere opportunamente scelti ed utilizzati da quelli descritti per Ia
sintesi det composto (6). Il gruppo protetiivo P2 pud essere opportunamente scelto ed utilizzato da quelli descritti per il
gruppo protettivo del composto (6) e la selezione pud essere fatta, per esempio, sulla base delle proprieta del composto
avente un gruppo ammino da proteggere. Come si usa generalmente per la sintesi peptidica, ripetendo consecutivamente
la reazione e la deprotezione dell’amminoacido o del peptide costituente 'acido carbossilico del peptide (8) per
{’allungamento, pud essere prodotto anche il composto {9).

Deproteggendo il gruppo protettivo P? per il gruppo ammino del composto (9) ottenuto, pud essere prodotto il
composto (1), Per questa deprotezione, i reagenti e le condizioni possono essere scelii in relazione al gruppo protettivo.

E possibile produrre il composto (2) derivatizzando 1’acido carbossilico (11) in un estere attivo, in un’anidride
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mista dell’acido, in un alogenuro deli’acido, o simili e facendolo reagire con il composto (10) ottenuto. Le condizioni di
reazione, i reagenti, la base, ed il solvente inerte utilizzati per formare un legame peptidico tra Pacido carbossilico (11)
ed il composto (10) possono essere opportunamente scelti ed utilizzati da quelli descritti per la sintesi del composto (6).

H composto (9) puo anch’esso essere prodotto mediante il seguente metodo, per esempio.

Il composto (13) pud essere prodotto derivatizzando [Pacido carbossilico del peptide (8) avente
I'amminoterminale protetto con P? in un estere attivo, in un’anidride mista dell’acido, o simili e facendolo reagire in
presenza di una base con if composto amminico (12) avente il gruppo carbossile protetio con P2, Le condizioni di reazione,
i reagenti, la base, ed il solvente inerte utilizzati per formare un legame peptidico tra P’acido carbossilico del peptide (8)
ed il composto (12) possono essere opportunamente scelti ed utilizzati da quelli descritti per la sintesi del composto (6).

Il gruppo protettivo P? per il gruppo ammino del composto (13) pud essere protetio con un gruppo protettivo che
viene comunemente wilizzato,

Specificamente, esempi del gruppo protettivo per un gruppo idrossile includono un gruppo alcossimetile quale
un gruppo metossimetile; un gruppo arilmetile quale un gruppo benzile, un gruppo 4-metossibenzile, ed un gruppo
trifeniimetile; un gruppo alcanoile quale un gruppo acetile; un gruppo aroile quale un gruppo benzoile; ed un gruppo silile
quale un gruppo tert-butildifenilsilile, Un gruppo carbossile pud essere protetto, per esempio, come un estere con un
gruppo alchile quale un gruppo metile, un gruppo etile, ed un gruppo teri-butile, un gruppo allile, od un gruppo arilmetile
quale un gruppo benzile. Esempi del gruppo protettivo per un gruppo ammino includono, per esempio, un gruppo
alchilossicarbonile quale un gruppo tert-butilossicarbonile, un gruppo metossicarbonile, ed un gruppo etossicarbonile; un
gruppo allilossicarbonile, od un gruppo arilmetossicarbonile quale un gruppo 9-fluorenilmetilossicarbonile, un gruppo
benzilossicarbonile, un gruppo parametossibenzilossicarbonile, ed un gruppo para(od orto)nitrobenzilossicarbonile; un
gruppo alcanoile quale un gruppo acetile; un gruppo arilmetile quale un gruppo benzile ed un gruppo trifeniimetile; on
gruppo aroile quale un gruppo benzoile; ed un gruppo arilsolfonile quale un gruppo 2,4-dinitrobenzensolfonile od un
gruppo ortontirobenzensolfonile.

Per quanto riguarda il gruppo protettivo P? per un gruppo carbossile, pud essere utilizzato un gruppo protettivo

comunemente utilizzato come gruppo protettivo per un gruppo carbossile nella chimica della sintesi organica, in
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particolare, la sintesi peptidica. Esempi specifici includono esteri con un gruppo alchile quale un gruppo metile, un gruppo
etile, od un tert-butile, esteri allilici, ed esteri benzilici, ed il gruppo protettivo pud essere scelto opportunamente dai
gruppi protettivi descritti sopra. In tal caso, si preferisce che il gruppo protettivo per un gruppe ammino ed il gruppo
protettivo per un gruppo carbossile possano essere quelli preferibilmente rimossi mediante un metodo differente o
differenti condizioni. Per esempio, un esempio rappresentativo comprende una combinazione in cui P? & un gruppo tert-
butilossicarbonile € P* & un gruppo benzile. I gruppi protettivi possono essere scelti da quelli sopracitati in relazione, per
esempio, alle proprieta di un composto avente un gruppo ammino ed un gruppo carbossile da proteggere. Per la rimozione
dei gruppi protettivi, i reagenti e le condizioni possono essere scelti in relazione al gruppo protettivo.

Deproteggendo il gruppo protettivo P? per il gruppo carbossile del composto (13) ottenuto, pud essere prodotto
it composto (14). Per questa deprotezione, i reagenti ¢ le condizioni vengono selezionati in relazione al gruppo protettivo.

Il composto (9) pud essere prodotto derivatizzando il composto (14) ottenuto in un estere attivo, in un’anidride
mista defl’acido, in un alogenuro defl’acido, o simili ¢ facendolo reagire con il composto (4) in presenza di una base. Per
la reazione, possono essere anche utilizzati i reagenti e le condizioni di reazione che vengono generalmente utilizzati per
la sintesi peptidica, e le condizioni di reazione, i reagenti, la base, ed il solvente inerte utilizzati per la reazione possono
essere scelti opportunamente da quelli descritti per la sintesi del composto (6).

I composto (2) pud anche essere prodotio mediante il seguente metodo, per esempio.

Deproteggendo il gruppo protetiivo P? per il grappo ammino del composto {13), pud essere prodotto il composto
(15). Per questa deprotezione, i reagenti e le condizioni possono essere scelti in relazione al gruppo protettivo.

il composto (16) pud essere prodotto derivatizzando il derivato defl’acido carbossilico (11) in un estere atlivo,
in un’anidride mista dell’acido, in un alogenuro dell’acido, o simili e facendolo reagire con il composto (15) ottenuto in
presenza di una base. Le condizioni di reazione, i reagenti, la base, ed il solvente inerte utilizzati per formare un legame
ammidico tra ’acido carbossilico del peptide (11) ed il composto (15) possono essere scelti opportunamenie da quelli
descritti per 1a sintesi del composto (6).

Deproteggendo il gruppo proteitivo per il gruppo carbossile del composto (16) otienuto, pud essere prodotto il

coniposto (17). Questa deprotezione pud essere realizzata in modo simile alla deprotezione di un gruppo carbossile per
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produrre il composto (14).

Il composto (2) pud essere prodotto derivatizzando il composto (17) in un estere attivo, in un’anidride mista
del’acido, in un alogenuro deil’acido, o simili ¢ facendolo reagire con it composto (4) in presenza di una base. Per la
reazione, possono essere anche utilizzati i reagenti e le condizioni di reazione che vengono generalmente utilizzati per Ia

5 sintesi peptidica, e le condizioni di reazione, i reagenti, la base, ed il solvente inerte utilizzati per la reazione possono
essere scelti opportunamente da quelli descritti per la sintesi del composto (6).
3. Metodo di produzione 3

Il composto rappresentato dalla formula (2) di un intermedio pud essere anche prodotto mediante il seguente

metodo,

[Formula 23)

H-LP-OP*
18
L*-L2-OH
11

LIL2L P-OP*
19

Y
L'-L2.L2-OH
20
NH,(CHy)n'-L2-(C H,)n2-C{=0)-(NH-DX)
7

Y
L¥-L2-LP-NH-(CH,)n'-La-(CH,)n?-C(=0)-(NH-DX)
10 2

Nella formula, L' corrisponde ad L' avente una struttura in cui il terminale viene convertito in un gruppo

maleimmidile, e P* rappresenta un gruppo protettivo.
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Ii composto (19) pud essere prodotto derivatizzando il composto (11) in un estere attivo, in un’anidride mista
dell’acido, o simili ¢ facendolo reagire in presenza di una base con I’acido carbossilico del peptide (18) avente il
carbossiterminale protetto con P*. Le condizioni di reazione, i reagenti, la base, ed il solvente inerte utilizzati per formare
un legame peptidico tra I’acido carbossilico del peptide (18) ed il composto (11) possono essere opportunamente scelti

5 tra quelli descritti per la sintesi del composto (6). II gruppo protettivo P* per if gruppo carbossile del composto (18) pud
essere scelto opportunamente dal gruppo protettivo descritto sopra.

Deproteggendo it gruppo protettivo per il gruppo carbossile del composto {19) ottenuto, pud essere prodotto il
composto (20}. Questa deprotezione puod essere eseguita in modo simile alla deprotezione del gruppo carbossile per
produrre il composto (14).

10 11 composto (2) pud essere prodotto derivatizzando il composto (20) ottenuto in un estere attivo, in un’anidride
mista dell’acido, o simili ¢ facendolo reagire con il composto (7). Per la reazione, possono essere anche utilizzati i reagenti
¢ le condizioni di reazione che vengono generalmente utilizzati per la sintesi peptidica, ¢ le condizioni di reazione, i
reagenti, la base, ed il solvente inerte utilizzati per la reazione possono essere scelti opportunamente da quelli descritti
per la sintesi delf composto (6).

15 4. Metodo di produzione 4

Qui softo, viene descritto in dettaglio il metodo per produrre il composto (10b) avente n'=1, L>=0 nell’intermedio
di produzione (10) descritto nel metodo di produzione 2. 1t composto rappresentato dalla formula (10b), un suo sale od

un suo solvato possono essere prodotti secondo il seguente metodo, per esempio.
[Formula 24]
HO-CH,-C(=0}0F?

PSX-NH-GHy OL 22 P5X-NH-CH,-O-CH, C(=0}0P* PEX-NH-CH,-0-CH,-G(=0)-OH
21 23 24
HN-DX P-Y-OH
4 PEXANHCH,O-CHACEO)(NH-DX) HXNHCH, O-CH, C=OMNHDX) _ 27
— 25 s 2 —_—

PP ENHCH, O-CH,-C{=0HNHDX) H-LPNH.CH,-0-C H C{=O-{NH-DX)
9b 1Gb
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Nella formula, L” & come definito sopra, L rappresenta un gruppo acile che & un gruppo alcanoile quale un gruppo
acetile od un gruppo alloile quale un gruppo benzoile, un atomo di idrogeno, o simili, X ed Y rappresentano ciascuno un
oligopeptide composto da | a 3 anuninoacidi, P ¢ P7 rappresentanc ciascunio un gruppo protetiivo per un gruppo ammino,
¢ P rappresenta un gruppo protettive per un gruppo carbossile.

Un composto rappresentato dalla formuda (21) pud essere prodotto utilizzando od applicando il metodo descritto
nel brevetto giapponese aperto al pubblico No. 2002-60351 o nella letteratura (J. Org. Chem., volume 51, pagina 3196,
1986), e conducendo la rimozione dei gruppi protettivi o la modificazione dei gruppi funzionali, se necessario. In
alternativa, esso pud essere ottenuto anche trattando un amminoacido con un gruppo ammino terminale protetto od
un’ammide di un acido di un oligopeptide con un gruppo ammino protetto con un’aldeide o con un chetone.

Facendo reagire il composto (21) con il composto (22) avente un gruppo idrossile ad una temperatura variabile
dalle condizioni di temperatura di raffreddamento alla temperatura ambiente in un solvente inerte in presenza di un acido
o di una base, pud essere prodotto il composto (23).

Esempi dell’acido che pud essere utilizzato qui possono includere un acido inorganico quale acido fluoridrico,
cloruro di idrogeno, acido solforico, acido nitrico, acido fosforico, ed acido borice; un acido organico quale acido acetico,
acido citrico, acido paratoluensolfonico, ed acido metansolfonico; ed un acido di Lewis quale tetrafluoroborato, cloruro
di zinco, cloruro di stagno, cloruro di alluminio, e cloruro di ferro. Tra essi, si preferiscono gli acidi solfonici, in
particolare, I'acido paratoluensolfonico. Per quanto riguarda la base, una qualsiasi delle basi sopracitate pud essere
opportunamente scelta ed utilizzata. Loro esempi preferiti includono un alcossido di un metallo alcalino quale tert-
butossido di potassio; un idrossido di un metallo alcalino quale idrossido di sodio ed idrossido di potassio; un idmro di
un metallo alcalino quate idruro di sodio ed idruro di potassio; una base organometallica rappresentata da dialchilammino
litio quale diisopropilammide di litio; ed una base organometallica di bissililammina quale bis(trimetilsilil)ammide di
litio. Esempi del solvente da utilizzare per la reazione includono un solvente etereo quale tetraidrofurano ed 1,4-diossano;
ed un solvente idrocarburico aromatico quale benzene e toluene. Quei solventi possono essere preparati come miscela
con acqua. Inoltre, il gruppo protettivo per un gruppo ammino come esemplificato da P* non & particolarmente limitato

se & un gruppo comunemente utilizzato per la protezione di un gruppo ammino. Esempi rappresentativi includono i gruppi
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protettivi per un gruppo ammino che vengono descritti nel metodo di produzione 2. Tuttavia, nella presente reazione, pud
esservi un caso in cui il gruppo protettivo per un gruppo ammino come esemplificato da P* viene scisso. In tal caso, &
necessario condurre una reazione con un reagenie adatto per proteggere un gruppo ammino poiché pud essere richiesto
di infrodurre ancora il gruppo protettivo.

I composto (24) pud essere prodotto rimuovendo il gruppo protettivo P® del composto (23). Qui, gli esempi
rappresentativi del gruppo protettivo per un gruppo carbossile come esemplificato da P vengono descritti nel metodo di
produzione 2, ed uno adatto pud essere scelto tra essi. Nel composto (23), ¢ desiderabile che il gruppo protettivo P3 per
un gruppo amnmino ed il gruppo protettivo P® per un gruppo carbossile siano i gruppi protettivi che possono essere rimossi
mediante un metodo differente o differenti condizioni. Per esempio, un esempio rappresentative comprende una
combinazione in cui P* ¢ un gruppo 9-fluorenilmetilossicarbonile e P® & un gruppo benzile. I gruppi protettivi possono
essere scelti in relazione, per esempio, alle proprietd di un composto avente un gruppo ammino ed un grappo carbossile
da proteggere. Per la rimozione dei gruppi protettivi, i reagenti e Ie condizioni vengono selezionati in relazione al gruppo
protettivo.

Il composto (26) pud essere prodotto derivatizzando I’acido carbossilico (24) in un estere attivo, in un’anidride
mista dell’acido, in un alogenuro dell’acido, o simili e facendolo reagire con il composto (4) o con un suo sale
farmacologicamente accettabile per produsrre il composto (25) cui segue la rimozione del gruppo protettivo P? del
composto (25) ottenuto. Per la reazione tra il composto (4) e Pacido carbossilico (24) e per fa reazione per rimuovere il
gruppo protettivo P8, possono essere utilizzati gli stessi reagenti e condizioni di reazione di quelli descritti per il metodo
di produzione 2.

I composto (10b} pud essere preparato facendo reagire il composto {26) con un ammincacido avente un gruppo
ammino terminale protetto o con 'oligopeptide (27) avente un gruppo ammino protetto per produrre it composto (9b) €
rimuovendo il gruppo protettive P? del composto (9b) oftenuto. Il gruppo protetiivo per un gruppo ammino come
rappresentato da P7 non ¢ particolarmente limitato se viene in generale utilizzato per la protezione di un gruppo ammino.
Suoi esempi rappresentativi includono i gruppi protettivi per un gruppo ammino che vengono descritti nel metodo di

produzione 2. Per rimuovere il gruppo protettivo, i reagenti e le condizioni vengono selezionati in relazione al gruppo
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protettivo. Per la reazione tra il composto (26) ed il composto (27), possono essere impiegati i reagenti e fe condizioni di
reazione che vengono comunemente utilizzati per la sintesi peptidica. 11 composto (10b) prodotto mediante il metodo
sopracitato pud essere derivatizzato nel composto (1) della presente invenzione secondo il metodo descritio sopra.

I coniugato anticorpo anii-TROP2-farmaco della presente invenzione, quando viene lasciato all’aria o
ricristallizzato, per esempio, per la purificazione, pud assorbire umiditd per avere un adsorbimento d’acqua o per
trasformarsi in un idrato, ¢ tali composto e sale contenenti acqua sone anch’essi inclusi nella presente invenzione.

Un composto marcato con vari isotopi radivattivi o non radioattivi ¢ anch’esso incluso nella presente invenzione.
Uno o pitl atomi costituenti il coniugato anticorpo-farmaco della presente invenzione possono contenere un isotopo
atomico in un rapporto non naturale. Esempi dell’isotopo atomico includono deuterio (*H), trizio (*H), fodio 125 ('), e
carbonio 14 ("'C). Inoltre, il composto delfa presente invenzione pud essere marcato in modo radioattivo con un isotopo
radioattivo quale trizio (*[), iodio 125 ('%1), carbonio 14 ("C), rame 64 ($*Cu), zirconio 89 (¥7Zr), iodio 124 (12), fluoro
18 (®F), indio 111 (*''D), carbonio 11 (11C) ¢ iodio 131 (M'1), 1I composto marcato con un isotope radioattivo & utile come
agente terapeutico o profilattico, reagente per ricerca quale un reagente da saggio ed agente per la diagnosi quale un
agente in vivo per 'imaging diagnostico. Senza essere collegata alla radioattivita, qualsiasi tipo di variante dell’isotopo
del coniugato anticorpo-farmaco della presente invenzione ¢ nell’ambito della presente invenzione,

[Farmaci]

11 coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione mosira un’attivita citotossica nei confronti
delle cellule cancerose, e cosl, pud essere utilizzato come farmaco, in particolare come agente ferapeutico ¢/o agente
profilattico per il cancro.

Ciog, il coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione pud essere selettivamente uiilizzato
come farmaco per la chemioterapia, la quale ¢ un metodo principale per trattare il cancro, e come risultato, pud ritardare
fo sviluppo delle cellule cancerose, inibire la loro crescita, ed inoltre uccidere le cellule cancerose. Questo pud permettere
ai pazienti con il cancro di essere privi dei sintomi causati dal cancro o di oftenere un miglioramento della QOL dei
pazienti con il cancro e raggiunge un effetto terapeutico sostenendo le vite dei pazienti con it cancro, Anche se il coniugato

anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione non riesce ad uccidere le cellule cancerose, esso pud oftenere
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una QOL superiore dei pazienti con il cancro ottenendo nel mentre la loro sopravvivenza a lungo termine, inibendo o
controllando la crescita delle cellule cancerose.

In tale terapia con il farmaco, esso pud essere utilizzato come farmaco da solo cosi come farmaco in
combinazione con un’ulieriore terapia in una terapia adiuvante e pud essere combinato con un’operazione chirurgica, con
una radioterapia, con una ferapia ormonale, o simili, Inoltre, esso pud anche essere utilizzato come farmaco per la terapia
farmacologica in una terapia neoadinvante.

Olire all’uso terapeutico come descritto sopra, pud anche essere atteso un effetto di soppressione della crescita
di minime cellule cancerose metastatiche e di loro ulteriore uccisione legandosi a queste cellule cancerose in virt della
proprictd di legame dell’anticorpo all’antigene. In particolare, quando Pespressione di TROP2 & confermata in cellule
cancerose primarie, possono essere atiesi ’inibizione delle metastasi tumerali od un effetto profilattico somministrando
it coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione, Per esempio, possono essere attesi un effetto di
inibizione e di uccisione delle cellule cancerose in un fluido corporeo nel corso di metastasi od un effetto, per esempio,
di inibizione ¢ di uccisione di cellule cancerose minime immediatamente dopo 'impianto in qualsiasi tessuto. Inoltre,
possono essere attesi 'inibizione delle metastasi tumorali od un effetio profilattico, in particolare, dopo la rimozione
chirurgica del cancro. Conseguentemente, pud essere atteso un effetto di inibizione delle metastasi tuntorali,

Pud essere atleso che il coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione eserciti un effetto
terapeutico mediante somministrazione come terapia sistemica ai pazienti, ed inolire, mediante somministrazione locale
ai tessuti cancerosi.

Esempi del tipo di cancro nei confronti del quale il coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente
invenzione pud essere utilizzato includono il cancro del polmone, il cancro del rene, if cancro dell’urotelio, il cancro del
colon-retto, il cancro della prostata, il glioblastoma multiforme, il cancro dell’ovaio, il cancro del pancreas, if cancro della
mammella, il melanoma, il cancro del fegato, il cancro della vescica, il cancro dello stomaco, il carcinoma del collo
dell’utero, il cancro della testa ¢ del collo, od il cancro deil’esofago, tutiavia, non sono limitati ad essi purché sia una
celiula cancerosa esprimente, in una cellula cancerosa come soggetto del trattamento, una proteina che 'anticorpo

all’interno del coniugato anticorpo-farmaco puo riconoscere.
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H coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione pud essere preferibilmente somministrato
ad un mammifero, ma & pil preferibilmente somministrato ad un essere umano.

Le sostanze utilizzate in una composizione farmaceutica comprendente un coniugato anticorpo anti-TROP2-
farmaco della presente invenzione possono essere opporfunamenie scelie ed applicate dagli additivi di formulazione o
simili che sono utilizzati in generale nell’arte, in vista del dosaggio o della concentrazione di sommiinistrazione.

11 coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente invenzione pud essere somministrato come
composizione farmaceutica comprendente almeno un componente farmacewticamente adatio. Per esempio, la
composizione farmaceutica sopra contiene tipicamente almenc un veicolante farmaceutico {per esempio liquido
steritizzato). Qui, il liquido include, per esempio, acqua ed olio (olio di petrolio ed olic di origine animale, di origine
vegetale, o di origine sintetica). L’olio pud essere, per esempio, olio di arachidi, olio di seia, olio minerale, oppure olio
di sesamo. L’acqua & un veicolante pin tipico quando la composizione farmaceutica sopra ¢ somministrata per via
endovenosa. Anche una soluzione salina, una soluzione acquosa di destrosio, ed una soluzione acquosa di glicerole
possono essere utilizzate come veicolante Hguido, in particolare, per una soluzione per iniezione, Un veicolo farmaceutico
adatto & nofo neil’arte. Se si desidera, la composizione sopra pud anche contenere una quantita in tracce di un agente
idratante, di un agente emulsionante, o di un agente tamponanie del pH. Esempi di un veicolante farmaceutico adatto
vengono descritti in “Remington’s Pharmaceutical Sciences” di E. W. Martin. Le formulazioni corrispondono ad una
modalita di somministrazione,

Sono noti vari sistemi di rilascio ed essi possono essere utilizzati per somministrare il coningato anticorpo anti-
TROP2-farmaco della presente invenzione. Esempi della via di somministrazione includono le vie intradermica,
intramuscolare, intraperitoneale, endovenosa, e sottoculanea, ma non sono limitati a queste. La somministrazione pud
essere fatta mediante iniezione od iniezione in bolo, per esempio. Secondo una forma di realizzazione specifica preferita,
la somministrazione del coniugato anticorpo-farmaco viene eseguita mediante iniezione. La somministrazione parenterale
€ una via di somministrazione preferita,

Secondo una forma di realizzazione rappresentativa, la composizione farmaceutica viene prescritta come

composizione farmaceutica adatta per una somministrazione endovenosa all’vomo, secondo le procedure convenzionali,
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La composizione per la somministrazione endovenosa ¢ tipicamente una soluzione in una soluzione tampone acquosa
sterile ed isotonica. Se necessario, it farmaco pud contenere un agente solubilizzante ed anestetici locali per alleviare il
dolore al sito di iniczione (per esempio lignocaina). Generalmente, il componente sopra viene fornito singolarmente come
uno qualsiasi tra una polvere liofilizzata od un concentrato anidro contenuto in un contenitore che viene ottenuto sigitlando
una fiala od una bustina avente una quantita del principio attivo o come miscela in una forma di dosaggio unitaria. Quando
il farmaco ¢ nella forma di somministrazione mediante iniezione, esso pud essere somministrato da una bottiglia per
iniezione contenente acqua o soluzione salina di grado farmaceutico sterile. Quando il farmaco viene somministrato
mediante iniezione, una fiala d’acqua sterile o di soluzione salina per iniezione pud essere fornita in modo tale che i
componenti sopracitati vengano miscelati 'uno con [’altro prima della somministrazione.

La composizione farmacemtica della presente invenzione pud essere una composizione farmaceuiica
comprendente solo il coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presente domanda od una composizione
farmaceutica comprendente il coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco ed almeno un agente di trattamento del cancro
diverso dal coniugato. Il coningato anticorpo anti-TROP2-farmaco della presenie invenzione pud essere somministrato
con un altro agente di trattamento del cancro. L effetto antitumorale pud essere aumentato di conseguenza. Un aliro agente
antitumorale utilizzato per tale scopo pud essere somministrato ad un individuo simulianeamente al coniugato anticorpo-
farmaco, separatamente da questo, o successivamente a questo, € pud essere somministrato variando nel mentre
I'intervallo di somministrazione per ciascuno. Esempi deli’agente di trattamento del cancro includono abraxano,
paclitaxel, cisplatino, gemeitabina, irinotecano (CPT-11), paclitaxel, pemetrexed, sorafenib, vinorelbina, farmaci descritit
nella pubblicazione internazionale WO 2003/038043, analoghi di LH-RH (leuprorelina, goserelina, o simili), estramustina
fosfato, un antagonista degli estrogeni (tamoxifene, raloxifene, o simili), ed un inibitore dell’aromatasi {anastrozolo,
letrozolo, exemestano, o simili), ma non sono limitati purché sia un farmaco avente un’attivitd antitumorale.

La composizione farmaceutica pud essere formulata in una formulazione liofilizzata od in una formulazione
liquida come una formulazione avente la composizione desiderata e la purezza richiesta. Quando formulata come
formulazione liofilizzata, essa puo essere una formulazione contenente additivi di formulazione adatti che vengono

utilizzati nell’arte. Inoltre, per una formulazione liquida, essa pud essere formulata come formulazione liquida contenente
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vari additivi di formulazione che vengono utilizzati nell’arte.

La composizione e la concentrazione della composizione farmaceutica possono variare in relazione al metodo
di somministrazione. Tuttavia, il coniugato anticorpo anti-TROP2-farmaco contenuto nella composizione farmaceutica
della presente invenzione pud mostrare Peffetto farmaceutico perfino ad un piccolo dosaggio quando il coniugato
anticorpo-farmaco ha un’affinita superiore per un antigene, ciog, un’affinitd superiore (=valore di Kd inferiore) in termini
delia costante di dissociazione (ciog, il valore di Kd) per antigene. Cosi, per determinare il dosaggio del coniugato
anticorpo-farmaco, il dosaggio pud essere determinato alla luce di una situazione relativa all’affinitd tra il coniugato
anticorpo-farmaco e 'antigene. Quande il coniugato anticorpo-farmaco della presente invenzione viene somministrato
ad un uomo, per esempio, circa da 0,001 mgrkg a 100 mg/kg possono essere somministrati una volta o somministrati
diverse volte con un intervallo di tempo da | a 180 giomi.
Esempi

1a presente invenzione viene descritta specificamente in vista degli eseinpi mostrati sotto. Tuttavia, la presente
invenzione non & limiiata ad essi. Inoltre, non & per niente interpretata in un modo limitato, Inoltre, se non deseritio
specificamente altrimenti, il reagente, il solvente, ed il materiale di partenza descritti nella descrizione possono essere
facilmente ottenuti da un fornitore commerciale,
{Esempio 1: immunizzazione di un topo ed ottenimento di un ibridomal
1-1) Preparazione della cetlula da utilizzare nell’ immunizzazione di un topo

5x10° cellule NCI-H322 (linea cellulare unana di cancro del polmone a cellule non piccole, ATCC CRL-5806;
ATCC: American Type Culture Collection) sono state sottoposte a coltura in un terreno RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute-1640) (10 mi) per 5 giomi, quindi recuperate, lavate con PBS {soluzione salina tamponata con fosfato)
due volte, e risospese in PBS (500 nl).
1-2) Immunizzazione di un fopo

Per la prima immunizzazione, ciascun topo BALB/c (6 settimane di etd) & stato immunizzato per via
intraperitoneale con cellule NCI-H322 (1x107 cellule). Per le immunizzazioni dalla seconda alla quinta, il topo & stato

imumunizzato per via intraperitoneale con 1x10° cellule NCI-H322 ad intervalli di 1 settimana. Per la sesta
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immunizzazione (finale), il topo ¢ stato immunizzato attraverso la vena caudale e per via intraperitoneale con le cellule
NCI-H322 ad 1x10° cellule/200 pi di PBS per ciascuna via. Le cellule della milza sono state asportate 3 giori dopo
Pimmunizzazione finale,
1-3) Preparazione di cellule della milza di un topo immunizzato

La milza del topo immunizzato ¢ stata asportaia, quindi macinata, e sospesa in un terreno RPMI 1640 con FBS
al 10% (siero fetale bovino). La sospensione cellulare & stata falta passare attraverso un filtro cellulare (100 pm, BD
Falcon) e quindi centrifugata a 1.500 giri/min a temperatura ambiente per 5 minuti, ed il surnatante ¢ stato eliminato. Una
soluzione di Tris-NH,Cl (Tris-HCi 20mM pH 7,5, NH4C! allo 0,83%; 10 ml) & stata aggiunta al residuo, cui & seguito il
trattamento a temperatura ambiente per 5 minuti. Un terreno RPMI 1640 con FBS (10 ml) & stato aggiunto alla
sospensione cellulare, e la miscela & stata fatta passare attraverso un filtro cellulare ¢ quindi centrifugata a 1.500 giri/min
a temperatura ambiente per 5 minuti. II surnatante & stato eliminato, e le cellule della miiza sono state risospese in un
terreno RPMI 1640 privo di FBS (10 ml).
1-4) Preparazione di cellule di mieloma

Cellule P3U] (linea cellulare murina di mieloma) sono state recuperate ¢ centrifugate a 1.500 giri/min a
temperatura ambiente per 5 minuti. Una soluzione di EDTA (0,02%) (10 ml) & stata aggiunta alle cellule P3UI, cui é
seguito il trattamento a 37°C per 5 minuti. La sospensione di cellule P3UL ¢ stata centrifugata a 1,500 giri/min a
temperatura ambiente per 5 minuti. Il surnatante ¢ stato eliminato e risospeso in un terreno RPMI 1640 privo di FBS (10
ml),
1-5) Fusione cellulare

Le cellule della milza e le cellule di mieloma sono state miscelate in un rapporto di 5:1 e centrifugate (1200
giri/min, 5 minuti). Le cellule ottenute nella frazione precipitata sono state ben separate, ¢ polietilenglicole-4000 (PEG-
4000; 1 ml) vi & stato quindi gradualmente aggiunto per circa 1 minuto con agitazione, Quindi, un terreno RPMI (1 ml) ¢
stato aggiunto at fluido contenente le cellule diverse volte con intervaltli di 1 minuto ed un terreno RPMI vi & stato quindi
aggiunto per regolare la quantita totale a 50 mk. La sospensione celiulare & stata centrifugata (900 giri/min, 5 minuti), e le

cellule ottenute nella frazione precipitata sono state moderatamente separate e quindi delicatamente sospese in un terreno
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HAT (terreno RPMI 1640 arricchito con siero fetale bovino al 10% e con supplemento per terreno HAT; 100 ml). La
sospensione & stata distribuita a 200 pl/pozzetto ad una piasira per coltura da 96 pozzetti ¢ sottoposta a coltura fino al
50% di confluenza in un incubatore con CO; al 5% a 37°C.
1-6) Esame dell’ibridoma utilizzando un adenovirus variante FZ33

Le cellule NCI-[1322 sono state seminate a 5% 10° cellule/pozzetto in una piastra da 96 pozzetti e sottoposte a
coltura a 37°C per 48 ore. Le cellule sono state lavate con 150 pl/pozzetto di PBS due volte, e ciascun surnatante delle
colture di ibridomi (50 pl} ¢ stato aggiunto a ciascun pozzetto ¢ fatto reagire a 4°C per | ora, Le celiule sono state lavate
con 130 pl/pozzetto di PBS due volte. Un adenovirus Ax3CAZ3-FZ33 (adenovirus esprimente f-galattosidasi modificato
con fa fibra Z33 in modo tale da legarsi ad un anticorpo (si veda la pubblicazione della domanda di brevetto US
2012/0237518)) & stato diluito con un terreno RPMI 1640 privo di siero ad una concentrazione di 3x10% vp/100 pi (1x10°
vp/cellula), e questa soluzione diluita vi & stata aggiunta a 100 pl/pozzetto. Dopo reazione a 4°C per | ora, le cellule sono
state lavate con 150 pl/pozzetto di PBS due volte. Un terreno RPMI 1640 con FBS vi & stato aggiunto a 100 yl/pozzetto,
e le cellule sono state sottoposte a coltura a 37°C per 24 ore. Le cellule NCI-H322 trattate con un saggio per il gene
reporter della -gal utilizzando un sistema di saggio per it gene reporter Galacto-Light Plus (Applied Biosystems, Inc.)
sono state lavate con 200 pl/pozzetto di PBS. La soluzione di lisi vi & stata aggiunta a 50 ul/pozzetio, ¢ la miscela ¢ stata
lasciata a temperatura ambiente per 10 minuti, Questo lisato celtulare (10 pl) & stato diluito 100 volte con un diluente
Galacton-Plus del tampone di reazione di Galacto, quindi aggiunto ad una piastra SH a micropozzetti bianchi da 96
pozzetti (Nunc/Thermo Fisher Scientific, Inc.), e fatio reagire a temperatura ambiente per 1 ora. Un acceleratore II vi é
stato aggiunto a 150 pl/pozzetto. La chemiluminescenza ¢ stata misurata per 5 secondi utilizzando un contatore Wallac
1420 ARVOsx per multimarcatura (PerkinElmer, Inc.) e la dose infettiva del virus nelle cellule NCI-H322 ¢ stata indicata
con il valore medio per secondo come RLU {quantitd di luminescenza). Nell’esame del gruppo degli ibridomi cosi
eseguito, un clone il cui valore di misurazione {RLU) & stato 5.000 RLU o superiore ¢ stato scelto dall’intero gruppo
(minimo: 1.383 RLU, medio: 10.914 RLU, massimo: 78.746 RLU). Innanzitutto, come esame primario, 81 pozzetti
positivi sono stati scelti tra 960 pozzetti di ibridomi ottenuti mediante una fusione cellulare. Come esame di convalida, &

stato ulteriormente condofto un saggio in duplice copia mediante lo stesso approccio come nell’esame primario. Quando
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un pozzetto che ha mostrato un valore di misurazione di 5.000 RLU o superiore in entrambe le prove & stato considerato
come positivo, 52 pozzetti positivi sono stati scelti dagli 81 pozzetti ottenuti nell’esame primario. I cloni scelti sono stati
subclonati da 2 a 4 volte per stabilire 44 linee cellulari monoclonali di ibridomi.
{Esempio 2: purificazione deli’anticorpo dall’ibridomal

Pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano; 0,5 mi) & stato somministrato per via intraperitoneale in anticipo a
ciascun topo vecchio o topo nudo da 8 a 10 settimane d’etd, it quale & stato quindi cresciuto per 2 settimane. Ciascun
ibridoma che produce un anticorpo monoclonale ottenuto nell’esempio 1 & stato iniettato per via intraperitoneale al topo.
Dopo da 10 a 21 giorni, all'ibridoma & stato permesso di causare una cancerizzazione ascitica, € ’ascite & stato quindi
raccolto. L’ascite oftenuto & stato centrifugato per rimuovere la materia solida. Quindi, gli anticorpi sono stati purificati
mediante salatura con solfato d’ammeonio dal 40% al 50%, un metodo di precipitazione con acido caprilico, una colonna
DEAE-Sepharose, ed una colonna con la proteina G, e frazioni di IgG o di IgM sono state raccolte ed utilizzate come
anticorpi monoclonali purificati,
fEsempio 3: identificazione dell’antigene a cui si lega "anticorpo prodotto dall’ibridomal

E stato identificato un antigene per TINA1, un anticorpo prodotto dall’ibridoma preparato nell’esempio 2.
3-1) Immunoprecipitazione di una proteina della superficie cellulare marcata con biotina utilizzando Panticorpo TINAL

5x10% cellule NCI-H322 sono state recuperate e lavate con PBS tre volte. Solfo-NHS-biotina EZ-Link
{Pierce/Thermo Fisher Scientific, Inc.) & stata sospesa in PBS ad una concentrazione di 0,1 mg/ml. Le cellule NCI-H322
sono state fatte ruotare a temperatura ambiente per 30 minuti in una soluzione di biotina/PBS, quindi lavate con una
soluzione di glicina 100mM/PBS (25 ml) due volte, e quindi lavate con PBS (25 ml) tre volte. Le cellule cosi lavate sono
state risospese in un tampone di lisi (NaCl 150mM, Tris-HCI 50mM pH 7,6, NP-40 all’ 1 %+inibitore delle proteasi, 1
compressa/50 ml di EDTA libero completo {(Hoffmann-La Roche Ltd.); 2 mi) ¢ trattate a 4°C per 30 minuti. 1l tampone
di Sepharose con la proteina G/di lisi (impasto al 50%; 30 pl) ottenuto sostituendo un tampone di Sepharose con la
proteina G (Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare Japan Corporation)} con un tampone di lisi € stato aggiunto
al lisato cellulare, e la miscela ¢ stata fatta ruotare a 4°C per 1 ora e quindi centrifugata a 4°C per 5 minuti per recuperare

un surnatante. L’anticorpo TINAT (3 ug) ¢ stato aggiunto al surnatanie, e la miscela & stata fatta ruotare a 4°C per 1 ora.
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Quindi, il tampone Sepharose con la proteina G/di lisi (impasto al 50%; 60 ul) vi & stato aggiunto, e la miscela & stata
fatta ruotare a 4°C per 2 ore. Sepharose con la proteina G ¢ stato lavato con un tampone di lisi (1 ml) sei volte e quindi
risospeso in un tampone per campioni con SDS Ix/iampone con 2-ME (2-mercaptoetanolo) at 5% (Tris-HCI 62,5mM
(pH 6,8 a 25°C), SDS al 2% (p/v), glicerolo al 10%, e rosso fenolo allo 0,01% (p/v)). La sospensione & stata trattata a
160°C per 5 minuti, ¢ la soluzione & stata quindi recuperata ed utilizzata come campione per ’SDS-PAGE (elettroforesi
su gel di poliacrilammide).
3-2) SDS-PAGE e Western blotting

Il campione per I'SDS-PAGE preparato in 3-1) & stato sottoposto ad elettroforesi a 20 mA wiilizzando Ready
Gels J dal 5% al 20% {Bio-Rad Laboratories, Inc.) ¢ quindi trasferito a 0,1 mA/ci? dal gel alla membrana. La membrana
¢ stata lavata con PBS-T (PBS(-)-Tween 20 allo 0,05%) per 5 minuti e quindi bloccata per | ora. La membrana ¢ stata
lavata con PBS-T per 5 minuti tre volte e quindi fatta reagire con un coniugato perossidasi di rafano-streptavidina
(Amersham Biosciences Corp.; diluito 2,000 volte con PBS-T per [uso) per | ora, La membrana & stata lavata con PBS-
T per 10 minuti guatirc volte, ed una banda bersaglio ¢ stata quindi rilevata utilizzando reagenti ECL per il rilevamento
di Western blotting (Amersham Biosciences Corp.) ed iperfilm ECL (Amersham Biosciences Corp.). Le cellule NCI-
H322 marcate con biotina mediante le procedure dell’esempio 3-1) sono state sottoposte ad immunoprecipitazione con
un anticorpo KCI7A3 il cui antigene & gid stato trovato essere TROP2 mediante spettrometria di massa, o Uanticorpo
TINALI, ed i prodotti immunoprecipitati ottenuti sono stati analizzati mediante SDS-PAGE ¢ Western blotting in presenza
od in assenza di DTT. In ciascun caso di utilizzo dell'anticorpo KCITA3 o dell’anticorpo TINAI, & stata rilevata una
banda ad un peso molecolare di 46 kDa in assenza di DTT, ed ¢ stata rilevata una banda ad un pese molecolare di 37 kDa
nei campioni arricehiti con DTT.
3-3) Analisi FACS

Poiché ¢ stato previsto dal profilo di bande che 'antigene defl’antivorpo TINA1 & TROP2, Panalisi di
sovraespressione mediante trasferimento genico di ¢cDNA ¢ stata condotta senza spettrometria di massa. Come risultato
dell’analisi FACS, I"anticorpo TINAI ha mostrato una forte risposta positiva in cellule CHOK esprimenti TROP2

umana, indicante che 'antigene dell’anticorpo TINA1 & TROP2. Un’analisi FACS simile & stata condotta utilizzando una
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linea cellulare di cancro del polmone PC14, una linea cellulare di cancro del polmone NCI-H322, una linea ceflulare di
cancro del polmone NCI-H2122, una linea cellulare di cancro del polmone LCAMI, una linea cellulare di cancro del
polmone LC2/ad, una linea cellulare di cancro del pancreas MIAPaCa2, una linea cellulare di cancro del pancreas PK-1,
una linea cellulare di cancro della prostata PC3, una linea ceilulare di cancro del colon-retto HCT116, una linea celfulare
di melanoma A375, una linea cellulare di cancro deil’ovaio SKOV3, una linea cellulare di tumore ematopoietico
RPMI8226, una linea cellulare di tumore ematopoictico K562, PBMC (cellule mononucleate umane del sangue
periferico), ¢ piastrine umane. Tutte le linee cellufari di cancro del polmone esaminate erano positive per TROP2, ¢ PC3,
PX-1, e SKOV3 erano positive come le linee cellnlari tranne che per quelle di cancro del polmone. ID'altra parte, tutte le
cellule del sangue normali erano negative.
[Esempio 4: misurazione dell’attivita di internalizzazione dell’anticorpo}
4-1) Sistema di valutazione dell’attivitd di internalizzazione delf’anticorpo

Una proteina di fusione ricombinante DT3C & stata prodotta allo scopo di misurare Uattivita di internalizzazione
e 'attivita di immunotossina di un anticorpo. Questa DT3C ¢ una proteina avente un dominio catalitico della tossina
difterica (DT) e tre regioni di legame all’anticorpo della proteina G. DT3C si lega specificamente ad un gruppo funzionale
Fc di un anticorpo, ¢ stabile, ed induce morte cellulare inibendo la sintesi proteica quando internalizzata nelle cellule.
Mediante 'uso di questo sistema, 'effetto di internalizzazione dell’anticorpo ed il suo effetto citocida mediante
iminunotossina possono essere osservati allo stesso tempo (Yamaguchi, M., Hamada, H, et al., Biochemical and
Biophysical Research Communications 454 (2014) da 600 a 603).
4-2) Valutazione deil’ateivita di internalizzazione e dell’attivita di immunotossina utilizzando DT3C

4 pg/ml di DT3C sono stati aggiunti a 25 ul/pozzetto ad una piastra da 96 pozzetti, inolire i surnatanti della
coltura di 1 ibridomi ottenuti mediante il metodo dell’esempio 1 od un metodo equivalente a questo sono stati aggiunti
ciascuno a 25 pi/pozzetto alla piastra, e la piastra & stata incubata a temperatura ambiente per 30 minuti. E stato confermato
in anticipo che gli antigeni riconosciwti dagli anticorpi prodotti dagli ibridomi diversi dall’ibridoma che produce anticorpi
per TINAL sono CD9, CD46, CDS5S5, CD359, CD71, CD73, CD147, CD276, EpCAM, od EGFR. 2x10* cellule/ml (terreno
RPMI 1640 arricchito con FBS a basse IgG al 20%) di cellule NCI-H322 sono state ivi seminate a 50 pl/pozzetto. Dopo
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Pincubazione a temperatura ambiente per 30 minuti, le cellule sone state sottoposte a coltura per 3 giomi in un incubatore
con CO; a 37°C. Dopo la coltura, il surnatante ¢ stato rimosso, ¢ PRPMI 1640 con FBS al 10% con WST al 10% & stato
aggiunto a 100 pl/pozzetto alla piastra. Dopo I'incubazione per | ora in un incubatore con COz a 37°C, il numero di
cellule vive & stato misurato wtilizzando un lettore per micropiastre (da ODysp ad ODgyy, Infinite 200, Tecan Trading AG).
Tra i surnatanti delfa coltura delle cellule di ibridoma valutate, ¢ stato confermato che gli anticorpi contro CD59, CD71,
EGFR, EpCAM, o TROP2 hanno una forte attivit di internalizzazione ed un’attivita di immunotossina (figura 10).
4-3) Differenza nelPattivitd di internalizzazione ¢ nell’atiivita di immunoctossina tra anticorpi contro CD59, CD71, EGFR,
EpCAM, o TROP2

Ciascuna soluzione diluita di DT3C (0 ug/ml, 0,004 pg/ml, 0,04 pg/ml, 0,4 pp/mi, 4 pg/ml, o 40 pg/ml) & stata
aggiunta a 25 pl/pozzetto ad una piastra da 96 pozzelti, quindi ciascun anticorpo {40 pg/ml) & stato aggiunto a 25
ulfpozzetto alla piastra, e la piastra & stata incubata a temperatura ambiente per 30 minuti. Inoltre, 2x107 cellule/ml
(terreno RPMI 1640 arricchito con FBS a basse IgG al 20%) di cellule NCI-H322 sono state ivi seminate a 50 pl/pozzetto,
Dopo Pincubazione a temperatura ambiente per 30 minuti, le cellule sono state sottoposte a coltura per 3 giorni in un
incubatore con CO; a 37°C. Dopo la coltura, il surnatante & stato rimosso, ed 'RPMI 1640 con FBS al 10% con WST
dall’1% al 10% ¢ stato aggiunto a 100 pl/pozzetio alla piastra. Dopo Pincubazione per 1 ora in un incubatore con CO; a
37°C, il numero di cellule vive & stato misurato utilizzando un lettore per piastre (da ODyso ad ODe1o). Tra gli anticorpi
valutati, TINA 1, un anticorpo contro TROP2, ha avuio le pint forti attivita di internalizzazione ed attivitd di immunotossina
(figura 11).
4-4} Differenza nell’attivitd di internalizzazione e nell’attivita di immunotossina tra cloni dellanticorpo anti-TROP2

Anticorpi anti-TROP2 TINA1 (immunogeno: linea NCI-H322 di cancro del polmone), KCL7A3 ¢ KCL2D6
{immunogeno: linea cellulare di cancro del pancreas KCL-MOH1), PriEl] e Pr8HI10 (immunogeno: linca cellulare di
cancro della prostata Pe-1), ed NY16 ed NY17 (immunogeno: linca cellulare di cancro del pancreas PK-1) ottenuti
secondo il metodo dell’esempio 1 od un metodo equivalente a questo, e 77220 disponibile in commercio (R&D Systems
Inc.) sono stati valutati per le loro attivitd di internalizzazione ed aftivita di immunotossina netlo stesso modo dell’esempio

4-3). Di conseguenza, tra gli 8 anticorpi anti-TROP2, 'anticorpo TINAL ha avuto Pattivita pit forte (figura 12).
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[Esempio 5: determinazione della sequenza nucleotidica del ¢cDNA codificante per la regione variabile del gene
dell’anticorpo TINA1 e produzione di un anticorpo chimerico per TINAI (di seguito, indicato come cTINA1))

5-1) Determinazione della sequenza nucleotidica del cDNA codificante per la regione variabile del gene dell’anticorpo
TINAL 5-1-1) Preparazione dell’'mRNA dall’ibridoma che produce anticorpi per TINAI

Allo scopo di amplificare i ¢cDNA codificanti per le regioni variabili dell’anticorpo TINAI, ¢ stato preparato
mRNA dall’ibridoma che produce anticorpi per TINAI utilizzando un kit di isolamento dell’'mRNA (Roche Applied
Science).

5-1-2) Sintesi di ¢DNA (cDNA 5'-RACE-Ready)} Il ¢cDNA (¢cDNA 5’-RACE-Ready) ¢ stato sintetizzato utilizzando
PmRNA (100 ng) preparato in 5-1-1}, ed un kit di amplificazione del cDNA SMARTer RACE (Clontech Laboratories,
Inc.).

5-1-3) Amplificazione del cDNA codificante per la regione variabile della catena pesante dell’anticorpo TINAI mediante
PCR 5’-RACE, ¢ determinazione della sequenza

Un’UPM (miscela universale A di inneschi: inclusa nel kit di amplificazione del cDNA SMARTer RACE) ed
un oligonucleotide avente una sequenza di 5’-AGAGTTCCAGGTCAAGGTCACTGGCTCAGG-3’ (SEQ ID NO: 33:
innesco mG2aVR2) sono stati utilizzati come inneschi per amplificare il cDNA della regione variabile del gene delia
catena pesante mediante PCR. E stata utilizzata I'UPM inclusa nel kit di amplificazione del cDNA SMARTer RACE
(Clontech Laboratories, Inc.), ed mG2aVR2 & stato progettato dalla sequenza di una regione costante di una catena pesante
(IeG2a) di topo su una banca dati,

Il cDNA codificante per la regione variabile della catena pesante dell’anticorpo TINAIL & sfato amplificato
mediante PCR 5’-RACE utilizzando questa serie di inneschi ed il ¢DNA {cDNA 5°-RACE-Ready) sintetizzato
nell’esempio 5-1-2) come stampo. Questa PCR ¢ stata effettuata secondo il manuale del kit di amplificazione del eDNA
SMARTer RACE {Cloniech Laboratories, Inc.) sul programma di PCR Touchdown utilizzando KOD-Plus (Toyobo Co.,
Ltd.} come polimerasi.

Il ¢<DNA codificante per la regione variabile della catena pesante amplificato medianie PCR 5°-RACE ¢ stato
purificato utilizzando un kit di purificazione per PCR MinElute (QIAGEN N.V.) e quindi clonato utilizzando un kit di
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clonaggio per PCR Zero Blunt TOPO (Invitrogen Corp.). La sequenza nucleotidica del cDNA codificante per la regione
variabile della catena pesante clonata ¢ stata analizzata mediante sequenziamento. Gli inneschi di sequenziamento
utilizzati sono stati I’innesco mG2aVR2 descritto sopra progettato dalla sequenza di una regione costante di una catena
pesante di topo su una banca dati, e NUP (innesco universale intercalato A: incluso nel kit di amplificazione del cDNA
SMARTer RACE).

L’analisi di sequenziamento & stata realizzata utilizzando un apparecchio per I'analisi della sequenza genica
(“ABI PRISM 3700 DNA Analyzer” od “Applied Biosystems 3730x1 Analyzer”, Applied Biosystems, Inc.) ¢ la reazione
di sequenziamento ha impiegato Gene Amp 9700 (Applied Biosystems, Inc.).

La sequenza nucleotidica determinata del ¢cDNA codificante per la regione variabile della catena pesante
defl’anticorpo TINAL viene mosirata nelta SEQ ID NO: 1 dell’elenco delle sequenze, e la sequenza amminoacidica
codificata quindi viene mostrata nella SEQ 1D NO: 2.

5-1-4) Amplificazione del cDNA codificante per la regione variabile della catena leggera dell’anticorpo TINAT mediante
PCR 5'-RACE, e determinazione della sequenza

Un’UPM (iiscela universale A di inneschi: inclusa nel kit di amplificazione det cDNA SMARTer RACE) ed
un oligonucleotide avente una sequenza di 5’-AGTCCAACTGTTCAGGACGCCATTTTGTCG-3’ (SEQ ID NO: 34:
innesco mK VR2) sono stati utilizzati come inneschi per amplificare il cDNA della regione variabile del gene della catena
leggera defl’anticorpo TINAL mediante PCR. E stata utilizzata PUPM inclusa nel kit di amplificazione del ¢cDNA
SMARTer RACE (Clontech Laboratories, Inc.), e mKVR2 & stato progettato dalla sequenza di una regione costante di
una catena leggera di topo su una banca dati.

It ¢DNA codificante per la regione variabile della catena leggera dell’anticorpo TINAL € stato amplificato
mediante PCR 5'-RACE utilizzando questa serie di inneschi ed il ¢DNA (cDNA 5°-RACE-Ready) sintetizzato
nell’esempio 5-1-2) come stampo. Questa PCR ¢ stata effettuata secondo il manuale del kit di amplificazione del cDNA
SMARTer RACE (Clontech Laboratories, Inc.) sul programma di PCR Touchdown utilizzando KOD-Plus (Toyobo Co.,
Ltd.) come polimerasi.

Il ¢<DNA codificante per la regione variabile detla catena leggera amplificato mediante PCR 5°-RACE ¢ stato
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purificato utilizzando un kit di purificazione per PCR MinElute (QIAGEN N.V.} e quindi clonato utilizzando un kit di
clonaggio per PCR Zero Biunt TOPO (Invitrogen Corp.). La sequenza nucleotidica del ¢DNA codificante per la regione
variabile della catena leggera clonata é stata analizzata mediante sequenziamento,

Gli inneschi di sequenziamento utilizzati sono stati innesco mKVR2 descritto sopra progettato datla sequenza
di una regione costante di una catena leggera di topo su una banca dati, e NUP.

L’analisi di sequenziamento ¢ la reazione di sequenziamento hanno impiegato "apparecchio descritto sopra.

La sequenza nucleotidica determinata del ¢DNA codificante per la regione variabile della catena leggera
dell'anticorpo TINA! viene mostrata nella SEQ ID NO: 3 dell’elenco delle sequenze, e la sequenza amminoacidica
codificata quindi viene mostrata netla SEQ {D NO: 4.
5-2) Produzione dell’anticorpo ¢ TINA1
5-2-1) Costruzione di un vettore di espressione pCMA-LK della catena leggera dell’anticorpo chimerico ed umanizzato

Un frammento di circa 5,4 kb ottenuto digerendo un plasmide pcDNA3.3-TOPO/LacZ {Invitrogen Corp.) con
enzimi di restrizione Xbal ¢ Pmel, ed un frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per un segnale
di secrezione della catena k umana ed una regione costante della catena k umana mostrata nelta SEQ 1D NO: 5 sono stati
ligati utilizzando un kit di clonaggio per PCR In-Fusion Advantage (Clontech Laboratories, Inc.) per produrre
pcDNA3.3/LK.

peDNA33/LK ¢ stato utilizzato come stampo nella PCR utilizzando una serie di inneschi descritta sotto.
frammento ottenutto di circa 3,8 kb ¢ stato fosforilato e quindi autoligato per costruire un vettore di espressione pCMA-
LK delta catena leggera dell’anticorpo chimerico ed umanizzato avente una sequenza segnale, un sito di clonaggio, ed il
gene della regione costante della catena x umana a valle del promotore del CMV. Serie di inneschi
5’-tataccgtegaceictagetagagetigge-3° (SEQ ID NO: 35: innesco 3.3-F)
5’-getatgpeaggpectgeegeceegacgtig-3' (SEQ ID NO: 36: innesco 3.3-R1)

5-2-2) Costruzione di un vettore di espressione pCMA-G1 della catena pesante di tipo IgG1 dell’anticorpo
chimerico ed umanizzato

Un frammento di DNA di pCMA-LK mancante della sequenza di DNA codificante per un segnale di secrezione
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della catena x umana e di una regione costante della catena x umana mediante digestione con Xbal e Pmel, ed un
frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per gli amminoacidi di una sequenza segnale della
catena pesante umana ed una regione costante deil’IgG 1 umana mostrato nella SEQ ID NO:; 6 sono stati ligati utilizzando
un kit di clonaggio per PCR In-Fusion Advantage (Clontech Laboratories, Inc.) per costriire un vettore di espressione
pCMA-G1 della catena pesante di tipo IgG1l dell’anticorpo chimerico ed umanizzato avente una sequenza segnale, un
sito di clonaggio, ed il gene della regione costante della catena pesante deli’IgG1 umana a valle del promotore del CMV.
5-2-3) Costruzione di un vetiore di espressione della catena pesante dell’anticorpo ¢ TINAI

Un frammento di DNA contenente il ¢cDNA codificante per la regione variabile detla catena pesante
dell’anticorpo TINAL ¢ stato amplificato utilizzando il ¢cDNA codificante per la regione variabile della catena pesante
ottenuto nell’esempio 5-1-3) come stampo, KOD-Plus (Toyobo Co., Ltd.), ed una serie di inneschi descritta sotto, ed
inserito in un sito scisso dall’enzima di restrizione Blpl del vettore di espressione pCMA-G1 della catena pesante di tipo
IgG1 chimerica ed umanizzata utilizzando un kit di clonaggio per PCR In-Fusion HD (Clontech Laboratories, Inc.) per
costruire un vettore di espressione della catena pesante dell’anticorpo ¢TINAL. 11 vettore di espressione ottenuto & stato
indicato come “pCMA-G1/cTINAI”. La sequenza nucleotidica della catena pesante defl’anticorpo ¢TINAI viene
mosirata nella SEQ ID NO: 7, e la sequenza amminoacidica codificata quindi viene mosirata nella SEQ 1D NO: 8. La
sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 7 e la sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 8 vengono inoltre descritte
nella figura 1.
Serie di inneschi per la catena pesante dell’anticorpo ¢TINA1
3CCAGATGGGTGCTGAGCCAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGACCTGAG-3’ (SEQ ID NO: 37: innesco
TINATH-F)
5-CTTGGTGGAGGCTGAGCTGACGGTGACCGCGGTCCCTGCGCCCCAGAC-3 (SEQ 1D NO: 38: innesco
TINAIH-R)
5-2-4) Costruzione di un vetiore di espressione della catena leggera dell’anticorpo ¢TINAL

Un frammento di DNA contenente il ¢cDNA codificante per la regione variabile della catena leggera

dell’anticorpo TINAL & stato amplificato utilizzando il cDNA codificante per la regione variabile della catena leggera
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ottemato nell’esempio 5-1-4) come stampo, KOD-Plus {Toyebo Co., Lid.}, ed una serie di inneschi descritta sotto, ed
inserito in un sito scisso dali’enzima di restrizione BsiWI del vettore di espressione per tutti gli usi pPCMA-LK della catena
leggera dell’anticorpe chimerico ed uwmanizzato utilizzando un kit di clonaggio per PCR In-Fusion HD (Clontech
Laboratories, Inc.) per costruire un vetiore di espressione della catena leggera deil’anticorpo ¢TINAIL. 1 vettore di
espressione ottenuto & stato indicato come “pCMA-LK/cTINAL”. La sequenza nucleotidica della catena leggera
dell’anticorpo ¢TINAI viene mostrata nella SEQ ID NQO: 9, e la sequenza amminoacidica codificata quindi viene mostrata
nella SEQ 1D NO: 10. La sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 9 e la sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 10
vengono inoltre descritte nella figura 2.
Serie di inneschi per la catena leggera dell’anticorpo ¢TINALI
5-ATCTCCGGCGCGTACGGCGACATTGTGATGACCCAGTCTCACAAATTC-3" (SEQ ID NO: 39: innesco
TINAIL-F)
5-GGAGGGGGCGGCCACAGCCCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCCAGC-3’ (SEQ ID NO: 40: innesco TINAIL-
R)
5-2-5) Prodﬁzione su piccola scala dell’anticorpo cTINA1

Cellale 293F FreeStyle (Invitrogen Corp.) sono state sottoposte a sottocoltura ed a coltura secondo il manuale.

1x107 cellule 293F FreeStyle (Invitrogen Corp.) nella fase di crescita logaritmica sono state diluite con un terreno
di espressione per 293 FreeStyle (Invitrogen Corp.) a 9,6 mi, quindi seminate in una bottiglia di inunagazzinamento
quadrata da 30 ml (Nalgene/Thermo Fisher Scientific, Inc.), e quindi sottoposte a coltura con agitazione a 90 giri/min per
1 ora in un incubatore con CO; all’8% a 37°C. Polietilenimmina (Polyscience #24765; 30 ng) & siata disciolta in Opti-
Pro SFM (Invitrogen Corp.; 200 pl). Quindi, il vettore di espressione della catena leggera (6 ug) ed il vettore di
espressione della catena pesante (4 pg) preparati utilizzando it kit per plasmidi PureLink HiPure (Invitrogen Corp.) sono
stati aggiunti ad Opti-Pro SFM (Invitrogen Corp.; 200 ul}. La soluzione miscelata di vettore di espressione/Opti-Pro SFM
(200 pl) ¢ stata aggiunta alla soluzione miscelata di polietilenimmina/Opti-Pro SFM (200 pul) e la miscela & stata agitata
delicatamente, lasciata ulteriormente per 5 minuti, e quindi aggiunta alle cellule 293F FreeStyle. Un surnatanie della

coltura ottenuto mediante coltura con agitazione a 90 giri/min per 7 giorni in un incubatore con CO; all’8% a 37°C & stato
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filtrato atiraverso un filtro Minisart-Plus (Sartorius AG) ed utilizzato come campione per la valutazione,

L’anticorpo chimerico umano TINAI ottennto mediante la combinazione di pCMA-G1/cTINAL e pCMA-
LK/cTINAI & stato indicato come “anticorpo ¢ TINAL™,
[Esempio 6: progettazione dell’anticorpo umanizzato dell’ anticorpo monoclonale anti-TROP2 di topo]
6-1) Progettazione della versione umanizzata di TINAI
6-1-1) Modellizzazione molecolare della regione variabile di TINAI

La modellazione molecolare delle regioni variabili di TINA1 & stata realizzata mediante un metodo noto nell’arte
come modellamento per omologia (Methods in Enzymology, 203, da 121 a 153 (1991)). Le regioni variabili di TINA
determinate sopra sono state confrontate con le sequenze primarie (sono disponibili strutture tridimensionali derivate da
strutture cristalline ai raggi X) delle regioni variabili immunoglobuliniche umane registrate in Protein Data Bank (Nuc.
Acid Res. 35, da D301 a D303 (2007)). Di conseguenza, 1ZEA ¢ sfato scelto come uno avente la massima omologia di
sequenza con la regione variabile della catena pesante di TINAT ira anticorpi aventi in modo simile una delezione nelle
loro regioni comice. Inolire, 31U4 & stato scelto come uno avente la massima omologia di sequenza con la regione
variabile della catena leggera di TINAL. Le strutture tridimensionali delle regioni cornice sono state preparate come
“modello di cornice” combinando le coordinate di 1ZEA ¢ di 31U4 corrispondenti alla catena pesante ed alla catena
leggera di TINAL. Successivamente, la tipica conformazione di ciascuna CDR & stata incorporata nel modello di cornice,

Infine, il calcolo dell’energia per escludere un contatto interatomico svantaggioso ¢ stato condotto allo scopo di
oftenere possibili modelli molecolari delle regioni variabili di TINA1 in termini energetici. Queste procedure sono state
eseguite utilizzando un programma di predizione della struttura tridimensionale delle proteine disponibile in commercio
Discovery Studio {Accelrys, Inc.).
6-1-2) Progettazione della sequenza amminoacidica per TINA I umanizzato

L’anticorpo TINA1 umanizzato ¢ stato costruito mediante un metodo noto nell’arte come innesto di CDR (Proc.,
Natl. Acad. Sci. USA 86, da 10029 a 10033 (1989)). Un anticorpo accettore & stato scelto sulla base dell’omologia degli
amminoacidi nelle regioni cornice. Le sequenze delle regioni cornice di TINA1 sono state confrontate con le sequenze di

tutte le cornici umane registrate nella banca datt di Kabat (Nuc. Acid Res., 29, da 205 a 206 (2001)) delle sequenze
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amminoacidiche anticorpali. Di conseguenza, un anticorpo HuPR1A3 & stato scelto come accettore a causa della sua
omologia di sequenza del 74% riguardo alle regioni comice. 1 residui amminoacidici delle regioni cornice in HuPR1A3
sono stati allineati con i residui amminoacidici delle regioni comice di TINAI per identificare le posizioni di amminoacidi
che non si sono appaiate tra questi. Le posizioni di questi residui sono state analizzate utilizzando il modello
tridimensionale di TINAI costruito sopra. Quindi, i residui del donatore da innestare sull’accettore sono stati scelti
secondo i criteri forniti da Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, da 10029 a 10033 (1989)). Alcuni residui del
donatore cosi scelti sono stati trasferiti all’anticorpo accettore per costruire la sequenza umanizzata di TINA] come
descrifta negli esempi sotto.
6-2) Umanizzazione della catena pesante di TINA1
6-2-1) Catena pesante tipo hTINA1-HI1:

una catena pesante umanizzata di TINA1 progettata considerando Ia sostituzione della posizione amminoacidica
21 (isoleucina) con valina, della posizione amminoacidica 28 (prolina) con alanina, della posizione amminoacidica 30
(leucina) con valina, della posizione amminoacidica 35 (acido glutammico) con alanina, della posizione amminoacidica
36 (treonina) con serina, della posizione amminoacidica 38 (arginina) con lisina, della posizione amminoacidica 39
(isoleucina) con valina, della posizione amminoacidica 57 (glutammina) con arginina, della posizione amminoacidica 58
(lisina) con glutammina, della posizione amminoacidica 59 (metionina) con alanina, della posizione amminoacidica 62
(lisina) con ghutammina, della posizione amminoacidica 65 (lisina) con acido glutammico, della posizione amminoacidica
67 (isoleucina) con metionina, della posizione amminoacidica 87 (fenilalanina) con valina, della posizione amminoacidica
88 (alanina) con treonina, della posizione amminoacidica 89 (fenilalanina) con isoleucina, della posizione amminoacidica
91 (leucina) con alanina, della posizione amminoacidica 92 (acido glutammico) con acido aspartico, della posizione
amminoacidica 95 (alanina) con treonina, della posizione amminoacidica 102 (isoleucina) con leucina, della posizione
amminoacidica 104 (asparagina) con serina, della posizione amminoacidica 107 (asparagina) con serina, della posizione
amminoacidica 111 (treonina) con alanina, della posizione amminoacidica 112 (treonina) con valina, della posizione
amminoacidica 114 (fenilalanina) con tirosina, della posizione amminoacidica 132 (alanina) con glutammina, e della

posizione amminoacidica 135 (alanina) con leucina quanto alla catena pesante di TINA1 mostrata nella SEQ 1D NO: 8
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dell’elenco delle sequenze ¢ stata indicata come “catena pesante tipo hTINA1-H1"”.

La sequenza amminoacidica della catena pesante tipo hTINAL-HI viene descritta nella SEQ 1D NO: 12
dell’elenco delle sequenze. Una sequenza composta dai residui amminoacidici da 1 a 19, una sequenza composta dai
residui amminoacidici da 20 a 140, ed una sequenza composta dai residui amminoacidici da 141 a 470 nella sequenza
amminoacidica detla SEQ ID NO: 12 corrispondono alla sequenza segnale, alla regione variabile della catena pesante, ed
alla regione costante della catena pesante, rispeftivamente. La sequenza nucleotidica codificante per la sequenza
amminoacidica della SEQ 1D NO: 12 viene descritta nella SEQ ID NO: 11 dell’elenco delle sequenze. Una sequenza
composta dai nucleotidi da 1 a 57, una sequenza composta dai nucleotidi da 58 a 420, ed una sequenza composta dai
nucleotidi da 421 a 1410 nella sequenza mucleotidica della SEQ 1D NO: 11 codificano per la sequenza segnale, per la
sequenza della regione variabile della catena pesante, ¢ per la sequenza della regione costanie della catena pesante,
rispettivamente. La sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 11 ¢ la sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 12
vengono inoltre descritie nella figura 3.

6-2-2) Catena pesante tipo hTINA-H2:

una catena pesante umanizzata di TINAI progettata considerando la sostituzione della posizione amminoacidica
21 (isoleucina) con valina, della posizione amminoacidica 28 (prolina) con alanina, della posizione amminoacidica 30
(feucina) con valina, della posizione amminoacidica 35 (acido glutammico) con alanina, della posizione amminoacidica
36 (treonina) con serina, della posizione amminoacidica 38 (arginina) con lisina, della posizione amminoacidica 39
(isoleucina) con valina, della posizione amminoacidica 57 (glutammina) con arginina, della posizione amminoacidica 58
(lisina) con glutammina, della posizione amminoacidica 59 (metionina) con alanina, della posizione amminoacidica 62
(lisina) con glutammina, della posizione amminoacidica 65 (lisina) con acido glutammico, della posizione amminoacidica
67 (isoleucina) con metionina, della posizione amminoacidica 87 (fenilalanina) con valina, della posizione amminoacidica
88 (alanina) con treonina, della posizione amminoacidica 89 (fenilalanina) con isoleucina, della posizione amminoacidica
92 (acido glutammico) con acido aspartico, della posizione amminoacidica 95 (alanina) con treonina, della posizione
anmuminoacidica 102 (isoleucina) con leucina, della posizione amminoacidica 104 (asparagina) con serina, della posizione

amminoacidica 107 (asparagina) con serina, de!la posizione amminoacidica 111 (treonina) con alanina, della posizione
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amminoacidica 112 (trconina) con valina, della posizione amminoacidica 114 (fenilalanina) con tirosina, della posizione
amminoacidica 132 (alaning) con glutammina, ¢ della posizione amminoacidica 135 (alanina) con leucina quanto alla
catena pesante di TINA mostrata nella SEQ ID NO: & dell’elenco delle sequenze ¢ stata indicata come “catena pesante
tipo hATINAI-H2”,

La sequenza amminoacidica della catena pesante tipo hTINAI-H2 viene descritta nella SEQ ID NO: {4
dellP’elenco detle sequenze. Una sequenza composta dai residui amminoacidici da 1 a 19, una sequenza composta dai
residui amminocacidici da 20 a 140, ed una sequenza composta dai residui amminoacidici da 141 a 470 nella sequenza
amminoacidica della SEQ 1D NO: 14 corrispondono alla sequenza segnale, alla regione variabile della catena pesante, ed
alla regione costante della catena pesante, rispettivamente. La sequenza nucleotidica codificante per la sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 14 viene descritia nella SEQ ID NO: 13 dell’elenco delle sequenze. Una sequenza
composta dai nucleotidi da 1 a2 57, una sequenza composta dai nucleotidi da 58 a 420, ed una sequenza composta dai
nucleotidi da 421 a 1410 nella sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 13 codificano per la sequenza segnale, per la
sequenza della regione variabile della catena pesante, e per la sequenza della repione costante della catena pesante,
rispettivamente. La sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 13 ¢ la sequenza amminoacidica della SEQ 1D NO: 14
vengono inoltre descritte nella figura 4.

6-2-3) Catena pesante tipo KFTINAT-H3:

una catena pesante umanizzata di TINA1 progettata considerando la sostituzione della posizione amminoacidica
28 {prolina) con alanina, della posizione amminoacidica 30 (leucina) con valina, della posizione amminoacidica 36
{treonina) con serina, della posizione amminoacidica 38 (arginina) con lising, della posizione amminoacidica 39
{(isoleucina) con valina, della posizione amminoacidica 58 (lisina) con glutammina, detla posizione amminoacidica 65
(lisina) con acido glutammico, della posizione amminoacidica 67 (isoleucina) con metionina, della posizione
amminoacidica 87 (fenilalanina) con valina, della posizione amminoacidica 88 {alanina) con treonina, della posizione
amminoacidica 92 {acido glutammico) con acido aspartico, della posizione amminoacidica 95 (alanina) con treonina,
della posizione amminoacidica 102 (isoleucina) con leucing, della posizione amminoacidica 104 (asparagina) con serina,

della posizione amminoacidica 107 (asparagina) con serina, della posizione amminoacidica 111 {treonina) con alanina,
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della posizione amminoacidica 112 (treonina) con valina, della posizione amminoacidica 114 (fenilalanina) con tirosina,
della posizione amminoacidica 132 (alanina) con glutammina, ¢ della posizione amminoacidica 135 {alanina) con leucina
quanto alla catena pesante di TINA! mostrata nella SEQ ID NQO: 8 dell’elenco delle sequenze ¢ stata indicata come
“catena pesante tipo hTINA1-H3”,

La sequenza amminoacidica della catena pesante tipo hTINAI-H3 viene descritta nella SEQ ID NO: 16
dell’elenco delle sequenze. Una sequenza composta dai residui amminoacidici da 1 a 19, una sequenza composta dai
residui amminoacidici da 20 a 140, ed una sequenza composta dai residui amminoacidici da 141 a 470 nella sequenza
amminoacidica della SEQ LD NO: 16 corrispondono alla sequenza segnale, alla regione variabile della catena pesante, ed
alla regione costante della catena pesante, rispettivamente. La sequenza nucleotidica codificante per la sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 16 viene descritta nella SEQ ID NO: 15 dell’efenco delle sequenze. Una sequenza
composta dai nucleotidi da 1 a 57, una sequenza composta dai nucleotidi da 58 a 420, ed una sequenza composta dai
mucleotidi da 421 a 1410 nella sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 15 codificano per la sequenza segnale, per la
sequenza della regione variabile della catena pesante, e per la sequenza della regione costante della catena pesante,
rispettivamente. La sequenza mucleotidica della SEQ ID NO: 15 e la sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 16
vengono inoltre descritte nella figura 5.

6-3) Umanizzazione della catena leggera di TINA1
6-3-1) Catena leggera tipo hTINA1-L1:

una catena leggera umanizzata di TINA1 progettata considerando la sostituzione della posizione amminoacidica
23 (valina) con glutammina, della posizione anuninoacidica 28 (istidina) con prolina, detla posizione amminoacidica 29
(lisina} con serina, della posizione amminoacidica 30 (fenilalanina) con serina, della posizione amminoacidica 31
{metionina) con leucina, della posizione amminoacidica 33 (treonina) con alanina, della posizione amminoacidica 40
(serina) con treonina, della posizione amminoacidica 62 (glutammina) con lisina, della posizione amminoacidica 63
(serina) con alanina, della posizione amminoacidica 80 (acido aspartico) con serina, della posizione amminoacidica 83
(treonina) con serina, della posizione amminoacidica 90 {alanina)} con acido aspartico, della posizione amminoacidica 93

(fenilalanina) con leucina, della posizione amminoacidica 98 {valina) con leucina, della posizione amminoacidica 100
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(alanina) con prolina, della posizione amminoacidica 103 (leucina} con fenilalanina, della posizione amminoacidica 120
(atanina) con glutammina, della posizione amminoacidica 126 (leucina} con isoleucina, e della posizione amminoacidica
129 (alanina) con treonina quanto alla catena leggera di TINAT mostrata nella SEQ ID NO: 10 dell’elenco delle sequenze
& stata indicata come “catena leggera tipo hTINAI-L1”.

La sequenza amminoacidica della catena leggera tipo hTINAI-L1 viene descritta nella SEQ ID NO: 18
dell’elenco delle sequenze. Una sequenza composta dai residui amminoacidici da 1 a 20, una sequenza composta dai
residui amminoacidici da 21 a 129, ed una sequenza composta dai residui amminoacidici da 130 a 234 nella sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 18 corrispondono alla sequenza segnale, alla regione variabile della catena leggera, ed
alla regione costante della catena leggera, rispettivamente. La sequenza nucleotidica codificante per la sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 18 viene descritta nella SEQ ID NO: 17 dell’elenco delle sequenze. Una sequenza
composta dai nucleotidi da | a 60, una sequenza composta dai nucleotidi da 61 a 387, ed una sequenza composta dai
nucleotidi da 388 a 702 nella sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 17 codificano per la sequenza segnale, per la
sequenza della regione variabile della catena lepgera, e per fa sequenza della regione costante della catena leggera,
rispetiivamente. La sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 17 ¢ la sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 18
vengono inoltre descritte nella figura 6.

6-3-2) Catena leggera tipo hTINA1-L2:

ua catena leggera umanizzata di TINAT progetiata considerando la sostituzione della posizione amminoacidica
28 (istidina) con proling, della posizione amminoacidica 29 (lisina) con serina, della posizione anuninoacidica 30
(fenilatanina) con serina, della posizione amminoacidica 31 (metionina) con leucina, della posizione amminoacidica 33
(treonina) con alanina, della posizione amminoacidica 40 (serina) con treonina, della posizione amminoacidica 62
{glutammina} con lisina, della posizione amminoacidica 63 {serina) con alanina, della posizione amminoacidica 80 {(acido
aspartico) con serina, della posizione amminoacidica 83 (treonina) con serina, della posizione amminocacidica 90 (alanina)
con acido aspartico, della posizione amminoacidica 93 (fenilalanina) con leucina, della posizione amminoacidica 98
(valina) con leucina, della posizione amminoacidica 100 {alanina) con prolina, della posizione amminoacidica 103

{leucina) con fenilalanina, delia posizione amminoacidica 120 (alanina) con glutammina, della posizione amminoacidica
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126 {leucina) con isoleucina, e della posizione amminoacidica 129 (alanina) con treonina quanto alla catena leggera di
TINAL mostrata nella SEQ 1D NO: 10 dell’elenco delle sequenze ¢ stata indicata come “‘catena leggera tipo hTINAL-
L2"

1a sequenza amminoacidica della catena leggera tipo hTINAI-L2 vienc descritta nella SEQ ID NO: 20
dell’elenco delle sequenze. Una sequenza composta dai residui amminoacidici da 1 a 20, una sequenza composta dai
residui amminoacidici da 21 a 129, ed una sequenza composta dai residui amminoacidici da 130 a 234 nella sequenza
amminoacidica della SEQ 1D NO: 20 comrispondono alla sequenza segnale, alla regione variabile della catena leggera, ed
alla regione costante della catena leggera, rispettivamente. La sequenza nucleotidica codificante per la sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 20 viene descritta nella SEQ 1D NO: 19 dell’elenco delle sequenze. Una sequenza
composta dai nucleotidi da | a 60, una sequenza composta dat nucleotidi da 61 a 387, ed una sequenza composta dai
nucleotidi da 388 a 702 nella sequenza nucleotidica della SEQ 1D NO: 19 codificano per la sequenza segnale, per la
sequenza della regione variabile della catena leggera, e per la sequenza della regione costante della catena leggera,
rispettivamente. La sequenza nucleotidica della SEQ ID NO: 19 e la sequenza amminoacidica della SEQ 1D NO: 20
vengono inolire descritte nella figura 7.
6-3-3) Catena leggera tipo hTINAT-L3:

una catena leggera umanizzata di TINA1 progettata considerando la sostituzione della posizione amminoacidica
28 (istidina) con prolina, della posizione amminoacidica 29 (lisina) con serina, della posizione amminoacidica 30
(fenilalanina) con serina, della posizione amminoacidica 31 {metionina) con leucina, della posizione amminoacidica 33
(treonina) con alanina, della posizione amminoacidica 40 {serina) con treonina, della posizione amminoacidica 62
{glutammina) con lisina, della posizione amminoacidica 63 {serina) con glutammina, della posizione anuninoacidica 30
(acido aspartico) con serina, della posizione amminoacidica 83 (treonina) con serina, della posizione amminoacidica 90
(alanina) con acido aspartico, della posizione amminoacidica 93 (fenilalanina) con leucina, della posizione
amminoacidica 98 (valina) con leucina, deila posizione amminoacidica 100 (alanina) con prolina, della posizione
amminoacidica 103 (leucina) con fenilalanina, della posizione amminoacidica 120 (alanina) con glutammina, della

posizione amminoacidica 126 (leucina) con isoleucina, e della posizione amminoacidica 129 (alanina) con treonina
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quanto alla catena leggera di TINAI mostrata nella SEQ TD NO: 10 dell’elenco delle sequenze & stata indicata come
“catena leggera tipo hTINA1-L3”,

La sequenza amminoacidica della catena leggera tipo hTINAL-L3 viene descritta nella SEQ ID NO: 22
deil’elenco delle sequenze. Una sequenza composta dai residui amminoacidici da T a 20, una sequenza composta dai
residui amminoacidici da 21 a 129, ed una sequenza composta dai residui amminoacidici da 130 a 234 nella sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 22 corrispondono alla sequenza segnale, alla regione variabile della catena leggera, ed
alla regione costante della catena leggera, rispettivamente. La sequenza nucleotidica codificante per la sequenza
amminoacidica detla SEQ 1D NO; 22 viene descritta nella SEQ ID NO: 21 dell’elenco delle sequenze. Una sequenza
composta dai nucleotidi da 1 a 60, una sequenza composta dai nucleotidi da 61 a 387, ed una sequenza composta dai
nucleotidi da 388 a 702 nella sequenza nucleotidica detla SEQ ID NO: 21 codificano per la sequenza segnale, per la
sequenza della regione variabile della catena leggera, ¢ per la sequenza della regione costante della catena leggera,
rispettivamente. La sequenza nucleotidica della SEQ 1D NO: 21 e la sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 22
vengono inoltre descritte nella figura 8.

[Esempic 7: costruzione di un vettore di espressione dell’anticorpo hTINAI e produzione di un anticorpo]
7-1) Costruzione di un vettore di espressione della catena pesante di hTINAI
7-1-1) Costruzione di un veitore di espressione di hTINAI-H1

Un frammento di DNA contenente una sequenza i DNA codificante per la regione variabile di hTINAI-HI
mostrata nelle posizioni nucleotidiche da 36 a 437 della sequenza nucleotidica di hTINA1-H1 rappresentata dalla SEQ
1D NO: 11 dell’elenco delle sequenze ¢ stato sintetizzato (servizio di siniesi artificiale dei geni GeneArt), Un frammento
di DNA contenente la sequenza di DNA codificanie per la regione variabile di hTINA | -F1{ & state amplificato utilizzando
il frammento sintetizzato di DNA come stampo, KOD-Plus (Toyobo Co., Ltd.), ed una serie di inneschi descritta sotto,
ed inserito in un sito scisso dall’enzima di restrizione Blpl del vettore di espressione pCMA-G1 della catena pesante di
tipo {gG1 chimerica ed umanizzata utilizzando un kit di clonaggio per PCR In-Fusion HD {Clontech Laboratories, Inc.)
per costruire un vettore di espressione di hTINAL-H1. I vettore di espressione ottenuto & stato indicato come “pCMA-

GI/MTINAL-HI"
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Serie di inneschi
5’-agcteccagatggptectgage-3’ (SEQ ID NO: 41: innesco EG-Inf-F)
5’-ggpeccttggtggagpetgage-3’ (SEQ ID NO: 42: innesco EG1-Inf-R)
7-1-2) Costruzione di un vettore di espressione di h'TINA1-H2

Un frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per la regione variabile di hTINA1-H2
mostrata nelle posizioni nucleotidiche da 36 a 437 della sequenza nucleotidica di hTINAI-H2 rappresentata dalla SEQ
iD NO: 13 dell’elenco delle sequenze ¢ stato sintetizzato (servizio di sintesi artificiale dei geni GeneArt), ed un vettore
di espressione di hTINAI-H2 & stato costruito nelio stesso modo dell’esempio 7-1-1). 1] vettore di espressione ottenuto ¢
stato indicato come “pCMA-GI/hTINALT-H2”,
7-1-3) Costruzione di un vettore di espressione di hTINA1-H3

Un frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per la regione variabile di hTINA1-H3
mostrata nelle posizioni nucleotidiche da 36 a 437 della sequenza nucleotidica di hTINA1-H3 rappresentata dalla SEQ
ID NO: 15 dell’elenco delle sequenze & stato sintetizzato (servizio di sintesi artificiale dei geni GeneArt), ed un vettore
di espressione di h-TINA-H3 & stato costruito nello stesso modo dell’esempio 7-1-1). Il vetiore di espressione ottenuto €
stato indicato come “pCMA-GI/hTINAIL-H3".
7-2) Costruzione di un vettore di espressione della catena leggera di hTINAI
7-2-1} Costruzione di un vettore di espressione di hTINAI-L1

Un frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per la regione variabile di hTINAI-L1
mostrata nelle posizioni nucleotidiche da 38 a 402 della sequenza nucleotidica di hTINAI1-1.]1 rappresentata dalla SEQ
ID NO: 17 dell’elenco delle sequenze & stato sintetizzato (servizio di sintesi artificiale det geni GeneArt). Un frammento
di DNA contenente la sequenza di DNA codificante per la regione variabile di hTINAI-L1 ¢ stato amplificato utilizzando
il frammento sintetizzato di DNA come stampo, KOD-Plus (Toyobo Co., Ltd.), ed una serie di inneschi descritta sotto,
ed inserito in un sito scisso dall’enzima di restrizione BsiWI del vettore di espressione pCMA-LK della catena leggera
dell’anticorpo chimerico ed umanizzato utilizzando un kit di clonaggio per PCR In-Fusion HD (Clontech Laboratories,

Inc.) per costruire un vettore di espressione di hTINAI-L1, 11 vettore di espressione ottenuto & stato indicato come
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Serie di inneschi

5'-ctgtggatetecggegegtacgee-3’ (SEQ ID NO: 43: innesco CM-1KF)
5'-ggagggggcgpccaccgtace-3’ (SEQ ID NO: 44: innesco KCL-Inf-R)
7-2-2) Costruzione di un vettore di espressione di hTINA1-L2

Un frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per la regione variabile di hTINAI-L2
mostrata nelle posizioni nucleotidiche da 38 a 402 della sequenza nucleotidica di hTINA-L2 rappresentata dalla SEQ
ID NO: 19 deli’elenco delte sequenze & stato sintetizzato (servizio di sintesi artificiale dei geni GeneArt), ed un vettore
di espressione di hTINA1-L2 & stato costruito nello stesso modo dell’esempio 7-2-1). Il vettore di espressione oftenuto &
stato indicato come “pCMA-LK/hTINAL-L2",

7-2-3) Costruzione di un vettore di espressione di hTINAI-L3

Un frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per la regione variabile di hTINAI-L3
mostrata nelle posizioni nucleotidiche da 38 a 402 della sequenza nucleotidica di hTINAI-L3 rappresentata dalla SEQ
ID NO: 21 delPelenco delle sequenze & stato sintetizzato {servizio di sintesi artificiale dei geni GeneArt), ed un vettore
di espressione di hTINAI-L3 ¢ stato costruito netlo stesso modo delf’esempio 7-2-1). 1l vettore di espressione ottenuto &
stato indicato come “pCMA-LK/RTINAL-L3”,

7-3) Produzione ¢ purificazione dell’anticorpo hTINAL
7-3-1) Produzione su piccola scala dell’anticorpo hTINAI

Ciascun anticorpo ¢ stato prodotto netlo stesso modo delb’esempio 5-2-5).

L’anticorpo hTINA! ottenuto mediante la combinazione di pCMA-GI/hTINAL-H1 e pCMA-LK/ATINAL-LL ¢
stato indicato come “hTINAL-HIL1"; Panticorpo hTINAI ottenuto mediante la combinazione di pCMA-GE/hTINAL-
H2 e pCMA-LK/hTINAL-L1 & stato indicato come “hTINAI-H2LI; {"anticorpo hTINA1 ottenuto mediante la
combinazione di pPCMA-GI/hTINAI-H2 e pCMA-LK/hTINA1-L2 ¢ stato indicato come “hTINA1-H2L2”; e Panticorpo
hTINAI1 ottenuto mediante la combinazione di pCMA-GI/hTINAT-H3 e pCMA-LK/hTINAI-L3 & stato indicato come
“hTINAL-H3L3".
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7-3-2) Produzione dell’anticorpo hTINAI

RTINAI-HIL1, hTINAIL-H2L1, hTINA1-H21.2, ed hTINA1-H3L3 sono stati prodoiti mediante il seguente
metodo.

Cellule 293F FreeStyle (Invitrogen Corp.) sono state sottoposte a sottocoltura ed a coltura secondo il manuale,
1,2x10° cellule 293F FreeStyle {Invitrogen Corp.) nella fase di crescita logaritmica sono state seminate in un pallone di
Ertenmeyer Fernbach da 3 | (Coming Inc.), quindi diluite con ua terreno di espressione per 293 FreeStyle (Invitrogen
Corp.} ad 1,0x10° cellule/ml, e quindi sottoposte a coltura con agitazione a 90 giri/min per 1 ora in un incubatore con
CO; all’8% a 37°C. Polietilenimmina (Polyscience #24765; 3,6 mg) & stata disciolta in Opti-Pro SFM (Invitrogen Corp.;
20 ml). Quindi, il vettore di espressione della catena leggera (0,8 mg) ed il vettore di espressione della catena pesante (0,4
mg) preparati utilizzando i kit per plasmidi PureLink HiPure (Invitrogen Corp.) sono stati aggiunti ad Opti-Pro SFM
{(Invitrogen Corp.; 20 ml). La soluzione miscelata di vettore di espressione/Opti-Pro SFM {20 ml) ¢ staia aggiunta alla
soluzione miscelata di polietilenimmina/Opti-Pro SFM (20 ml) ¢ {a miscela & stata agifata delicatamente, lasciata
ulteriormente per 5 minuti, e quindi aggiunta alle cellute 293F FreeStyle. Un surnatante della coltura otienuto mediante
coltura con agitazione a 90 giri/min per 7 giomd in un incubatore con CO; all’8% a 37°C ¢ stato filtrato attraverso un
filtro a capsula monouso (ADVANTEC #CCS-045-E1H).
7-3-3) Purificazione dell’anticorpo hTINALI

Ciascam anticorpo ¢ stato purificato dal surnatante delfa coltura ottenuto in 7-3-2) sopra mediante due passaggi
utitizzando la cromatografia di affinita con rProteina A {da 4°C a 6°C) ¢ I'idrossiapatite ceramica (temperatura ambiente).
I passaggi di sostituzione del tampone dopo 1a purificazione mediante cromatografia di affinitd con rProteina A e dopo la
purificazione mediante idrossiapatite ceramica sono stati condotti da 4°C a 6°C. Innanzitutio, il surnatante della coltura &
stato applicato a MabSelect SuRe (prodotto da GE Healthcare Japan Corporation, colonna HiTrap) equilibrata con PBS.
Dopo I'ingresso deil’intero surnatante della coltura nella colonna, la colonna & stata lavaia con PBS in una quantitd di
almeno due volte il volume di colonna, In seguito, frazioni contenenti ’anticorpo sono state raccolte mediante eluizione
con soluzione di cloridrato di arginina 2M (pH 4,0), Le frazioni hanno subito una sostituzione di tampone con PBS

mediante dialisi (Thermo Fisher Scientific, Inc., cassetta per dialisi Slide-A-Lyzer) e quindi sono state diluite 5 volte con
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un tampone di fosfato di sodio SmM e MES 50mM (pH 7,0). La soluzione di anticorpo risultante ¢ stata posta su una
colonna di idrossiapatite ceramica (Bio-Rad Laboratories, Inc.,, colonna di idrossiapatite Bio-Scale CHT tipo I) equilibrata
con un tampone di NaPi SmM, MES 50mM, ed NaCl 30mM (pH 7,0). Le frazioni contenenti "anticorpo sono state
raccolte mediante eluizione in gradiente di concentrazione lineare uiilizzando cloruro di sodio. Le frazioni hanno subito
una sostituzione di tampone con HBSor (istidina 25mM/sorbitolo al 5%, pH 6,0) mediante dialisi (Thermo Fisher
Scientific, Inc,, cassetta per dialisi Slide-A-Lyzer), Infine, le frazioni sono state concentrate e regolate ad una
concenirazione di IgG di 20 mg/ml o superiore utilizzando un dispositivo a filtro per centrifuga UF VIVASPIN 20 (limite
di peso molecolare: UF10K, Sartorius AG, 4°C), ed utilizzate come campione purificato.
[Esempio di riferimento 1: produzione di un vettore di espressione dell’anticorpo hR87 e preduzione di un anticorpo]

E’anticorpo hRS7 & stato prodotto sulla base delle sequenze amminoacidiche di una catena leggera ¢ di una
catena pesante descritte nella pubblicazione internazionale WO 2003/074566.
1-1) Costruzione di un vettore di espressione della catena pesante dell’anticorpo hRS7

Un frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per la regione variabile della catena pesante
dell'anticorpo hR87 mostrata nelle posizioni nucleotidiche da 36 a 437 della sequenza nucleotidica della catena pesante
dell’anticorpo hRS7 rappresentata dalla SEQ ID NO: 29 dell’elenco delle sequenze ¢ stato sintetizzato {servizio di sintesi
artificiale dei geni GeneArt), ed un vettore di espressione detla catena pesante dell’anticorpo hBRS7 & stato costruito nello
stesso modo dell’esempio 7-1-1). H vettore di espressione oftenuto ¢ stato indicato come “pCMA-G1/hRS7”. La sequenza
amminoacidica della catena pesante dell*anticorpo hRS7 viene mostrata nella SEQ ID NO: 30 dell’elenco delle sequenze.
1-2) Costruzione di un vettore di espressione della catena leggera dell’anticorpo hRS7

Un frammento di DNA contenente una sequenza di DNA codificante per la regione variabile della catena leggera
deli’anticorpo hRS7 mostrata nelle posizioni nucleotidiche da 38 a 402 della sequenza nucleotidica della catena leggera
dell’anticorpo hRS7 rappresentata dalla SEQ ID NO: 31 dell’etenco delle sequenze ¢ stato sintetizzato (servizio di sintesi
artificiale dei geni GeneArt), ed un vettore di espressione della catena leggera dell*anticorpo hRS7 ¢ stato costruito nello
stesso modo dell’esempio 7-2-1). I vettore di espressione ottenuio ¢ stato indicato come “pCMA-LK/hRS7”. La sequenza

amminecacidica della catena pesante dell’anticorpo hiRS7 viene mostrata nella SEQ 1D NO: 32 dell’elenco delle sequenze.
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1-3) Produzione e purificazione dell’anticorpo hRS7
1-3-1) Produzione dell’anticorpo hRS7

I’anticorpo hRS7 & stato prodotto nello stesso modo dell’esempio 7-3-2) mediante la combinazione di pCMA-
G1/hRS7 e pCMA-LK/hRS7,
1-3-2) Purificazione dell’anticorpo hRS7

1.’anticorpo & stato purificato dal surnatante delia coltura ottenuto in 1-3-1) nello stesso imodo dell’esempio 7-3-
3).
[Esempio 8: misurazione dell’affinitd di legame per Pantigene dell’anticorpo hTINA] e delf’anticorpo hRS7]
8-1) Misurazione delt’affinitd di legame per Pantigene utilizzando un anticorpo (surnatante della coltura) prodotto su
piccola scala

Ciascun anticorpo & stato testate per la sua costante di dissociazione per un antigene (chimera umana
ricombinante TROP-2/F¢) utilizzando Biacore 3000 (GE Healthcare Japan Corporation) mediante il metodo di cattura
dell’anticorpo come ligando su un anticorpo anti-IgG wmana (Fab) immobilizzato e saggiando 'antigene come un analita.
Circa 2.000 RU di anticorpo anti-IgG umana (Fab) (kit per la cattura di Fab umano, GE Healthcare Japan Corporation)
sono state legate covalentemente ad un chip sensore CMS5 (BlAcore, Inc.) mediante il metodo di accoppiamento
dell’ammina, In modo simile, questo anticorpo & stato immobilizzato su una cella a flusso di riferimento. 11 tampone di
corsa utilizzato & stato HBS-EP+ (HEPES 10mM pH 7,4, NaCl 0,15M, EDTA 3mM, fensioattivo P20 allo 0,05%). 1i
surnatante della coltura contenente 1’anticorpo ¢ stato aggiunto per 80 secondi sul chip sul quale ¢ stato immobilizzato
Panticorpo anti-lgGG umana (Fab), e quindti, diluizioni seriali (da 1aM a 1000nM) dell’antigene vi sono state ciascuna
aggiunta ad una velocifd di flusso di 30 p¥/min per 300 secondi, Successivamente, Ia fase di dissociazione & stata
monitorata per 600 secondi, Gly-HC! 10mM (pH 1,5) contenente DMSO al 20% vi ¢ stato aggiunto come soluzione
rigenerante ad una velocitd di flusso di 10 ul/min per 60 secondi, 1 dati sono stati analizzati utilizzando il modello di
legame bivalente di un programma analitico (programma BlAegvaluation, versione 4.1) per calcolare una costante di
velocitd di associazione kon, una costante di velocitd di dissociazione koff, ed una costante di dissociazione (KD;

KD=koft/kon).
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[Tabella 1]

nome KD (M)
I hTINAI-HIL1 6,3E-08
2 hTINAI-H2L1 6,9E-08
3 hTINA1-H2L2 7,1E-08
4 KTINAI-H3L3 5,8E-08
5 ¢TINAL 5,6E-08

Attivita di legame utilizzando il surnatante della coltura come campione di anticorpo

8-2) Misurazione dell’affinita di legame per 'antigene utilizzando un anticorpo purificate

Ciascun anticorpo € stato iestato per la sua costante di dissociazione per un antigene (chimera umana
ricombinante TROP-2/Fc) utilizzando Biacore 3000 (GE Healthcare Japan Corporation) mediante if metodo di cattura
dell’anticorpo come ligando su un anticorpo anti-IgGG umana (Fab) immobilizzato e saggiando I’antigene come un analita,
Cirea 2.000 RU di anticorpo anti-IgGG wmana {Fab) (kit per la cattura di Fab umano, GE Healthcare Japan Corporation)
sono state legate covalentemente ad un chip sensore CMS5 (BlAcore, Inc.) mediante il metodo di accoppiamento
dell’amunina. In modo simile, questo anticorpo ¢ stato immobilizzato su una cella a flusso di riferimento. Il tampone di
corsa utilizzato ¢ stato HBS-EP+ (HEPES 10mM pH 7.4, NaCl 0,15M, EDTA 3mM, tensioattivo P20 allo 0,05%).
L’anticorpo ¢ stato aggiunto per I min sul chip sul quale & stato immobilizzato I'anticorpo anti-lgG umana (Fab), e quindi,
diluizioni seriali {da 1nM a 1000nM) dell’antigene vi sono state ciascuna aggiunta ad una velocita di flusso di 30 pl/min
per 300 secondi. Successivamente, la fase di dissociazione & stata monitorata per 600 secondi. NaOH 25mM diluito con
un tampone di corsa vi & stato aggiunto due volte come soluzione rigenerante ad una velocita di flusso di 100 pl/min per

3 secondi. I dati sono stati analizzati nello stesso modo come sopra.

[Tabella 2]

nome KD (M)
1 hTINA1-H1L1 2,7E-08
2 hTINA1-H2E1 3,0E-08
3 hTINA1-H2L?2 2,7E-08
4 KTINA1-H3L3 1,5E-08
5 hRS7 3,0E-10
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Misurazione dell’attivita di legame utilizzando un anticorpo purificato come campione di anticorpo
[Esempio 9: produzione di un ADC con hTINAL-HILI (1)}
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Procedimento 1: tert-butil {4-{[(18,98)-9-etil-5-fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-diosso-2,3,9,10,13,15-esaidro-1H,12H-
benzo[delpirano[3’,47:6,7}indolizinof 1,2-bichinolin- 1-ifjJamnino } -4-ossobutil) carbammato

Acido 4-(tert-butossicarbonilammino)butanoico (0,237 g, 1,13 mmol) & stato disciolto in diclorometano (10 ml),
sono stati aggiunti N-idrossisuccinimmide (0,130 g, 1,13 munot) ed 1-etil-3-(3-dimetilamminopropil)carbodiimmide
cloridrato (0,216 g, 1,13 munol), ed agitati per | ora. La soluzione di reazione & stata aggiunta goccia a goccia ad una
soluzione di N,N-dimetilformammide (10 ml) caricata con exatecano mesilato (0,500 g, 0,94 mmol) e trietilammina
{0,157 ml, 1,13 mmol), ed agitata a temperatura ambiente per 1 giomo, 1l solvente & stato rimosso a pressione ridotta ed
il residuo oftenuto ¢& stato purificato mediante cromatografia su colonna di gel di silice [cloroformio-
cloroformio:metanolo=8:2 (v/v})] a dare il composto del titolo (0,595 g, quantitativa).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8: 0,87 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,31 (9H, s), 1,58 (1H, t, J=7,2 Hz), 1,66 (2H, t, J=7,2 Hz),
1,89-1,82 (2H, m), 2,12-2,21 (3H, m}, 2,39 (3H, s}, 2,92 (2H, 1, J=6,5 Hz), 3,17 (2H, s), 5,16 (1H, d, I=19,2 Hz), 5,24
(1H, d, J=18,8 Hz), 5,42 (2H, 8), 5,59-5,55 (1}, m), 6,53 (111, 5), 6,78 (11, 1, J=6,3 Hz), 7,30 (1H, 5), 7,79 (1H, d, J=11,0
Hz), 8,40 (1H, d, J=8,6 Hz).
MS (APCI) nvz: 621 (M+H)"
Procedimento 2: 4-ammino-N-[(18,95)-9-etil-5-fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-diosso-2,3,9,10,13,1 5-esaidro-1H, 1 2H-
benzode]pirano[3’4°:6,7]indolizinof 1,2-blchinolin-1-iljbutanammide trifluoroacetato

Il composto (0,388 g, 0,61 mmol} ottenuto nel procedimento 1 sopra & stato disciolto in diclorometano (9 ml).
Acido trifluoroacetico (9 ml) & stato aggiunto ed & stato agitato per 4 ore. I solvente & stato rimosso a pressione ridotta
ed i residui ottenuti sono stati purificati mediante cromatografia su colonna di gel di silice [cloroformio-strato organico
ripartito di cloroformio:metanolo:acqua=7:3:1 (v/v/v)] a dare il composto del titolo (0,343 g, quantitativa).
TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8: 0,87 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,79-1,92 (4H, m), 2,10-2,17 (2H, m), 2,27 (2H, t, }=7,0 Hz),
2,40 (3K, s), 2,80-2,86 (2H, m), 3,15-3,20 (2H, m), 5,15 (11, d, J=18,8 Hz), 5,26 (1H, d, ]=18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,54-
5,61 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7.32 (1H, s), 7,72 (3H, s largo), 7,82 (111, 4, J=11,0 Hz), 8,54 (1H, d, J=3,6 Hz).
MS (APCI) m/z: 521 (M+H)".
Procedimento 3: N-(tert-butossicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4- {[{15,9S)-9-¢til-53-fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-
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diosso-2,3,9,10,13,15-esaidro- 1H, 12H-benzo{delpirano[3’,4":6,7lindolizino 1,2-b]chinolin- I -iljJammino }-4-
ossobutilglicinammide

N-(tert-butossicarbonil)glicilglicil-L-fenilalanilglicina (0,081 g, 0,19 mmol) & stata disciolta in diclorometano (3
mi}, N-idrossisuceinimmide (0,021 g, 0,19 mol) ed 1-etil-3-(3-dimetilamminopropiljcarbodiimmide cloridrato (0,036 g,
0,19 mmol) sono stati aggiunti ¢ quindi agitati per 3,5 ore. La soluzione di reazione & stata aggiunta goceia a goccia ad
una soluzione di N,N-dimetilformammide (1,5 ml) caricata con il composto (0,080 g, 0,15 mmol) ottenuto nel
procedimento 2 sopra, ed agitata a temperatura ambiente per 4 ore. 1l solvente ¢ stato rimosso a pressione ridotta ed i
residui ottenuti sono stati purificati mediamte cromatografia su colonna di gel di silice [cloroformio-
cloroformio:metanolo=8:2 (v/v)] a dare il composto del titolo (0,106 g, 73%).
*H-NMR (400 MHz, DMSO-dq) 8: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,36 (9H, s), 1,71 (2H, m), 1,86 (2H, t, J=7,8 Hz), 2,15-2,19
(4H, m), 2,40 (3H, s), 2,77 (1H, dd, I=12,7, 8,8 Hz}, 3,02 (1H, dd, J=14,1, 4,7 Iz}, 3,08-3,11 {211, m), 3,16-3,19 (ZH, m),
3,54 (2H, d, I=5,9 Hz), 3,57-3,77 {4H, m), 4,46-4,48 (1H, m), 5,16 (1}, d,1=19,2 Hz), 5,25 (1H, d, ]=18,8 Hz), 5,42 (2H,
s), 5,55-5,60 (1H, m), 6,53 (1H, s), 7,00 (1H, t, J=6,3 Hz), 7,17-7,26 (5H1, m), 7,31 (111, s), 7,71 (11, t, }=5,7 Hz), 7,80
(1H, d, J=11,0 Hz), 7,92 (14, t, J=5,7 Hz), 8,15 (1H, 4, J=8,2 Hz), 8,27 (1H, t, J=5,5 Hz), 8,46 (1H, d, I=8,2 Hz).
MS (APCI) m/z: 939 (M+H)",
Procedimento 4. glicilglicil-L-fenilalanil-N-(4-{[(18,98)-9-¢til-5-fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-diosso-2,3,9,10,13,15-
esaidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6,7]indolizino[ 1,2-b]chinolin-1-ilJammino } -4-ossobutil)glicinammide
trifluoroacetaio

1 composto (1,97 g, 2,10 mumol} ottenuto nel procedimento 3 sopra & stato disciolto in diclorometano (7 ml).
Dopo aver aggiunto acido trifluoroacetico (7 ml), & stato agitato per 1 ora. Il solvente & stato rimosso a pressione ridotta,
ed & stato caricate con toluene per la distillazione azeotropica. 1 residui ottenuti sono stati purificati mediante
cromatografia su colonna di gel di silice [cloroformio-strato organico ripartito di cloroformio:metanolo:acqua=7:3:1
(v/viv)} a dare il composto det titolo (1,97 g, 99%).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,71-1,73 (2H, m), 1,82-1,90 (2H, m), 2,12-2,20 (4H, m), 2,40
(3H, s), 2,75 (14, dd, J=13,7, 9,4 Hz), 3,03-3,09 (3H, m), 3,18-3,19 {(2H, m}, 3,58-3,60 (2H, m), 3,64 (1H, d, J=5,9 Hz),
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3,69 (1H, d, J=5,9 Hz), 3,72 (1H, d, J=5,5 Hz), 3,87 (1T, dd, J=16,8, 5,9 Hz), 4,50-4,56 (1H, m), 5,16 (1}, d, J=19,2 Hz),
5,25 (1H, d, }=18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,55-5,60 (1H, m), 7,17-7,27 (5H, m}, 7,32 (I1H, 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)".
Procedimento 5: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-diosso-2,5-diidro- I H-pirrol-1 -
ipropanoiljammino} etossi)etossi|propaneil } glicilglicil-L-fenilalanil-N-{4- {[{1S,95)-9-etil-5-fluoro-9-idrossi-4-metil-
10,13-dioss0-2,3,9,10,13,15-esaidro-1 H,12H-benzofde]piranof3°,4°:6,7lindolizino[ I,2-blchinolin- 1-iljJammino } -4-
ossobutil)glicinammide

Ad una soluzione di N,N-dimetilformammide (1,20 ml) del composto {100 mg, 0,119 mmol) oftenuto nel
procedimento 4 sopra, diisopropiletilammina (20,8 pl, 0,119 mmol) ed N-succinimmidil 3-(2-(2-(3-
maleinimmidopropanammido)etossijetossi)propanoato (50,7 mg, 0,119 mmol) sono stati aggiunti ed agitati a temperatura
ambiente per I ora. Il solvente ¢ stato rimosso a pressione ridotta ed i residui ottenuti sono stati purificati mediante
cromatografia su colonna di gel di silice fcloroformio-cloroformio:metanolo=5:1 (v/v)] a dare il composto del titolo come
solido giallo chiaro (66,5 mg, 48%).
TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8: 0,85 (3H, t, 37,4 Hz), 1,65-1,74 (2H, m), 1,77-1,90 (2H, m), 2,07-2,19 (4H, m), 2,30
(2H, t, J=7,2 Hz), 2,33-2,36 (2H, m), 2,38 (3H, s), 2,76 (1H, dd, ]=13,7, 9,8 Hz), 2,96-3,18 (9H, m), 3,42-3,44 (4H, m),
3,53-3,76 (106H, m}, 4,43 (1H, td, I=8,6, 4,7 Hz), 5,14 (1H, d, )=18,8 Hz), 5,23 (1H, d, 18,8 Hz)}, 5,38 (1H, d, }=17,2
Hz), 542 (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, 1, I=5,5 Hz), 7,78 (1H, d, J=11,3 Hz), 7,98-8,03 (2H, m), 8,11 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,16 (1H, ¢, J=5,7 Hz),
8,23 (1H, t, J=5.9 Hz), 8,44 (1H, d, J=9,0 Hz).
MS (APCID) m/z: 1149 (M+H)*,
Procedimento 6: coniugato anticorpo-farmaco (1)

Riduzione dell’anticorpo: PhTINAI-HI1L1 prodotto nell’esempio 7 & stato preparato per avere una
concentrazione del’anticorpo di 10 mg/m! con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefticiente di

assorbimento a 280 mm, & stato utilizzato 1,54) e la procedura comune C descritte nel metodo di produzione 1, La
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sohuzione (10,0 mi) & stata raccolta in una provetta da 50 ml e caricata con una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,317 ml; 4,6 equivalenti per molecola anticorpale) e con una soluzione acquosa di
idrogenofosfato di dipotassio 1M {Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 ml). Dopo fa conferma che la soluzione aveva un pH di
7,4+0,1, il legame disolfuro alla parte cerniera nell’anticorpo & stato ridoito incubando a 37°C per 1 ora.

Coniugazione tra anticorpo ¢ gruppo di collegamento del farmaco: dopo Pincubazione della soluzione di cui
sopra per 10 minuti in un bagno d’acqua a temperatura ambiente, vi ¢ stato aggiunfo dimetilsolfossido (0,567 ml).
Successivamente, una soluzione in dimetilsolfossido contenente 10mM del composto ottenuto nel procedimento 5 di cui
sopra {0,635 ml; 9,2 equivalenti per molecola anticorpale) vi ¢ stata aggiunta ed agitata utilizzando un dispositivo di
rotazione per provette (MTR-103, prodotto da AS ONE Corporation) per coniugare il gruppo di collegainento del farmaco
all’anticorpo a temperatura ambiente per 40 minuti. In seguito, una soluzione acquosa (0,127 ml; 18,4 equivalenti per
molecola anticorpale) di NAC 100mM (Sigma-Aldrich Co. LLC) vi é stata aggiunta ed agitata per terminare la reazione
del gruppo di collegamento de! farmaco a temperatura ambiente per altri 20 minuti.

Purificazione: la soluzione di cui sopra & stata sottoposta a purificazione utilizzando la procedura comune D
descritta nel metodo di produzione 1 a dare 35,0 mi di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.
Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando la procedura comune E descritta nel metodo di produzione 1 (sono stati
utilizzati £p2s0=4.964 {valore medio misurato), ed £p,370=18.982 (valore medio misurato}), sono stati ottenuti i seguenti
valori caratteristici.

Concentrazione dell’anticorpo: 2,70 mg/ml, resa dell’anticorpo: 94,5 mg (95%), e numero medio di molecole di
farmaco coningate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 6,6.

[Esempio 10: produzione di un ADC con hTINAI-H1L1 (2)]
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[Formula 26]
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (2)

Riduzione dell’anticorpo: I'hTINAI-HIL1 prodotio nell’esempio 7 & stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo di 10 mg/m! con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B {come coefficiente di
assorbimento a 280 nm, & stato utilizzato 1,54) e la procedura comune C descritte nel metodo di produzione I. La
soluzione (2,00 ml) & stata raccolta in una provetta da 4 ml ¢ caricata con una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd)) (0,0690 ml; 5,0 equivalenti per molecola anticorpale) e con una soluzione acquosa di
idrogenofosfato di dipotassio 1M {Nacalai Tesque, Inc.; 0,100 ml). Dopo la conferma che la soluzione aveva un pH di
7440,1, il legame disolfiro alla parte cerniera nell’anticorpo & stato ridotto incubando a 37°C per 1 ora.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo I'incubazione della soluzione di cui
sopra per 10 minuti in un bagno d’acqua di 15°C, una soluzione in dimetilsolfossido (0,127 ml; 9,2 equivalenti per
molecola anticorpale) contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 5 dell’esempio 9 vi ¢ stata aggiunta ed
incubata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C per | ora. In

seguito, una soluzione acquosa (0,0190 ml; 13,8 equivalenti per molecola anticorpale) di NAC 100mM (Sigma-Aldrich
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Co. LLC) vi & stata aggiunta ed agitata ntilizzando un dispositive di rotazione per provette per terminare la reazione del

gruppo di collegamento del farmaco a temperatura ambiente per 20 minuti.

Purificazione: la soluzione di cui sopra ¢ stata sottoposta a purificazione utilizzando la procedura comune D

descritta nel metodo di produzione 1 a dare 9,00 m di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.

5 Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando [a procedura comune E descritta nel metodo di produzione 1 (sono stati

utilizzati ep2s0=4.964 (valore medio misurato), ed ep370=18.982 {valore medio misurato)), sono stati otienuti i seguenti

valori caratteristici.

Concentrazione dell’anticorpo: 2,08 mg/ml, resa dell’anticorpo: 18,7 g (94%), e numero medio di molecole di

farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 6,1,

10
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (3)

Riduzione dell’anticorpo:

PRTINAI-HIL1 prodotto nell’esempio 7 € stato preparato per avere una
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concentrazione dell’anticorpo di 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA utilizzando Ia procedura comune B {come coefficiente di
assorbimento a 280 nm, & stato utilizzato 1,54) e la procedura comune C descritie nel metodo di produzione 1. La
soluzione (5,0 ml) ¢ stata raccolta in un contenitore da 15 mi, caricata con una soluzione acquosa di idrogenofosfato di
dipotassio 1M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0813 ml) con agitazione, e quindi agitata a 37°C per 10 minuti. Dopo avervi
aggiunto una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo Chemical Industry Co,, Ltd.} (0,0745 ml; 2,3 equivalenti per
molecola anticorpale) con agitazione e confermando quindi che !a soluzione aveva un pH di 7,0+0,1, il legame disolfuro
alla parte cerniera nell’anticorpo é stafo ridotto agitando a 37°C per 1 ora.

Coniugazione tra anticorpo ¢ gruppo di collegamento del farmaco: dopo Pagitazione della soluzione di cui sopra
per 10 minuti in un bagno d’acqua di 15°C, una soluzione in dimetilsolfossido (0,162 ml; 5,0 equivalenti per molecola
anticorpale) contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 5 dell’esempic 9 vi & staia aggiunta gradualmente
goceia a goccia ed agitata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C
per I ora. In seguito, una soluzione acquosa (0,0418 ml; 12,9 equivalenti per molecola anticorpate) di NAC 100mM
{Sigma-Aldrich Co. LLC) vi & stata aggiunta ed agitata per terminare la reazione del gruppo di collegamento del farmaco
a temperatura ambiente per 20 minuti,

Purificazione: la soluzione di cui sopra & stata sottoposta a puriticazione utilizzando la procedura comune D
descritta nel metodo di produzione 1 a dare 21,0 ml di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.
Caraiterizzazione chimico-fisica: utilizzando le procedure comuni E ed F descritte nel metodo di produzione 1 (sono stati
utilizzati ep250=4.964 (valore medio misurato), ed £p,370=18.982 (valore medio misurato}), sono stati ottenuti i seguenti
valori caratteristici.

Concentrazione dell’anticorpo: 2,19 mg/mi, resa del’anticorpo: 46,0 mg (92%), numero medio di molecole di
farmaco coningate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 3,6, ¢ numerc medio di

molecole di farmaco coniugate {n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune F: 3,6.
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[Esempio [2: produzione di un ADC con hTINAI-HIL1 (4)]

[Formula 28]
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (4)

Riduzione dell’anticorpor I'hTINAI-HIL1 prodetto nell’esempio 7 ¢ stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo di 13,0 mg/ml con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefficiente
di assorbimento a 280 nm, & stato utilizzato 1,54) ¢ la procedura comune C descritte nel metodo di produzione 1. La
soluzione (5,00 ml) ¢ stata raccolta in un contenitore da 15 mi, caricaia con una soluzione acquosa di idrogenofosfato di
dipotassio 1M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0813 ml) con agitazione, ¢ quindi agitata a 37°C per 10 minuti. Dopo avervi
aggiunto una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) {0,162 mi; 5,0 equivalenti per
molecola anticorpale) con agitazione e confermando quindi che la soluzione aveva un pH di 7,0£0,1, il legame disolfuro
alla parte cerniera nell’anticorpo ¢ stato ridotto agitando a 37°C per 1 ora.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo 'agitazione della soluzione di cui sopra
per 10 minuti in un bagno d’acqua di 153°C, una soluzione in dimetilsoHossido {6,389 nl; 12,0 equivalenti per molecola
anticorpale) contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 5 dell’esempio 9 vi é stata aggiunta gradualmente

goccia a goceia ed agitata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C
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per 1 ora. In seguito, una soluzione acquosa (0,0418 ml; 12,9 equivalenti per molecola anticorpale) di NAC 100mM

(Sigma-Aldrich Co. LLC) vi ¢ stata aggiunta ed agitata per terminare la reazione del gruppo di collegamento del farmaco

a temperatura ambiente per 20 minuti,

Purificazione: la soluzione di cui sopra & stata sottoposta a purificazione utilizzando la procedura comune D

5 descritta nel metodo di produzione 1 a dare 21,0 ml di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo,

Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando le procedure comuni E ed F descritte nel metodo di produzione 1 (sono stati

utilizzati €p220=4.964 (valore medio misurato), ed ep370=18.982 (valore medio misurato)), sono stati ottenuti i seguenti

valori caratieristici.

Concentrazione dell’anticorpo: 2,19 mg/ml, resa dell’anticorpo: 46,0 mg (92%), numero medio di molecole di

10 farmaco coniugate {n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 7,0, e numero medio di

molecole di farmaco coniugate (1) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune F: 7,0.

[Esempio di riferimento 13: produzione di un ADC con hRS7 (5)]

[Formula 29)
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (5)

Riduzione deli’anticorpo; PhRS7 prodotto nell’esempio ¢i riferimento 1 & stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo di 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefficiente di
assorbimento a 280 nm, & stato utilizzato 1,56) e la procedura comune C descritie nel metodo di produzione 1. La
soluzione (2,0 ml) ¢ stata raccolta in una provetta da 4 ml e caricata con una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0690 ml; 5,0 equivalenti per molecola anticorpale) e con una soluzione acquosa di
idrogenofosfato di dipotassio 1M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,100 mt), Dopo la conferma che la soluzione aveva un pH di
7,4+0,1, il legame disolfure alla parte cerniera nell’anticorpo & stato ridotto incubando a 37°C per 1 ora,

Coniugazione tra anticorpo e gruppe di collegamento del farmaco: dopo Pincubazione delia soluzione di cui
sopra per 10 minuti in un bagno d’acqua di 15°C, una soluzione in dimetilsolfossido (0,127 ml; 9,2 equivalenti per
molecela anticorpale) contenente il composto 10mM oftenuto nel procedimento 5 dell’esempio 9 vi & stata aggiunta ed
incubata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C per | ora, In
seguito, una soluzione acquosa (0,0190 ml; 13,8 equivalenti per molecola anticorpale) di NAC 100mM (Sigma-Aldrich
Co. LLC) vi & stala aggiunta ed agitata utilizzando un disposiiivo di rotazione per provette per terminare la reazione del
gruppe di collegamento del farmaco a temperatura ambiente per 20 minuti.

Purificazione: la soluzione di cui sopra ¢ staia sottoposta a purificazione utilizzando ia procedura comune D
descritta nel metodo di produzione 1 a dare 9,00 ml di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo,
Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando la procedura comune E descritta nel metodo di produzione 1 (sono stati
utilizzati ep250=4.964 (valore medio misurato), ed €p,170=18.982 (valore medio misurato)), sono stati ottenuti i seguenti
valori caratteristici.

Concentrazione dell’anticorpo: 2,04 mg/ml, resa dell’anticorpo: 18,4 mg {92%), ¢ numero medio di molecole di
farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 6,2.

[Esempio 14: produzione di un ADC con hTINAI-HI1L1 (6)]
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[Formula 39]
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Procedimento 1: metil{ {N-[(9H-fluoren-9-ilmetossi)carbonil]glicil} ammino)acetato
Ad una miscela contenente N-9-fluorenilmetossicarbonilglicilglicina (4,33 g, 12,2 mumol), tetraidrofurano (120

ml), e toluene (40,0 ml), piridina (1,16 ml, 14,7 mmol) e tetracetato di piombo (6,84 g, 14,7 mmol) sono stati aggiunti e

H 3
scaldati a riflusso per 5 ore. Dopo che la soluzione di reazione & stata fatta raffreddare fino a temperatura ambiente, le
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parti insolubili sono state rimosse mediante filtrazione attraverso Celite, ¢ concentrate a pressione ridofta, I residui ottenuti
sono stati disciolti in acetato di etile e lavati con acqua ¢ con una soluzione salina satura, ¢ quindi lo strato organico ¢&
stato anidrificato su solfato di magnesio anidro. Dopo che il solvente ¢ stato rimosso a pressione ridotta, i residui ottenuti
sono stati purificati mediante cromatografia su colonna di gel di silice [esano:acetato di etile=9:1 (v/v)-acetato di etile] a
dare il composto del titolo come solido incolore (3,00 g, 67%).
'H-NMR (406 MHz, CDCl3) &: 2,07 (3H, s), 3,90 (2H, d, J=5,1 Hz), 4,23 (IH, 1, ]=7,0 Hz), 4,46 (2H, d, J=6,6 Hz), 5,26
(2H, d, 7,0 Hz), 5,32 (14, s largo), 6,96 (1H, s largo), 7,32 (2H, t, J=7,3 Hz), 7.41 (2H, t, ]=7,3 Hz), 7,59 (2H, d, J=7,3
Hz), 7,77 (2H, 4, 3=73 Hz).
Procedimento 2: benzil[({N-[(9H-fluoren-9-ilmetossi)carboniljglicil}ammino)metossilacetato

Ad una soluzione di tetraidrofurano (40,0 ml) del composto (3,68 g, 10,0 mmol) ottenuto nel procediimento 1
sopra e benzil glicolato (4,99 g, 30,0 mmol), tert-butossido di potassio (2,24 g, 20,0 nunol) & stato aggiunto a 0°C ed
agitato a temperatura ambiente per 15 minuti, La soluzione di reazione ¢ stata caricata con acetato di etile ed acqua a 0°C
ed estratta con acetato di etile e cloroformio. Lo strato organico ottenuto & stato anidrificato su solfato di sodio e filirato.
1l solvente ¢ stato rimosso a pressione ridotta. I residui ottenuti sono stati disciolti in diossano (40,0 ml) ed acqua (10,0
ml}, caricati con bicarbonato di sodio (1,01 g, 12,0 mmol)} e 9-fluorenilmetilcloroformiato (2,59 g, 10,0 mmot), ed agitati
a temperatura ambiente per 2 ore. La soluzione di reazione & stata caricata con acqua ed estratta con acetato di etile. Lo
strato organico ottenuto & stato anidrificato su solfato di sodio e filtrato. Il solvente ¢ stato rimosso a pressione ridotta ed
i residui ottenuti sono stati purificati mediante cromatografia su colonna di gel di silice [esano:acetato di etile=100:0
{v/v)-0:100] a dare il composto del titolo in una sostanza oleosa incolore (1,88 g, 40%).
'H-NMR (400 MHz, CDCl;) &: 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, ]=6,7
Hz), 5,15-5,27 (1H, m}, 5,19 (2H, s), 6,74 (1H, s largo), 7,31-7,39 (TH, m), 7,43 (2H, t, J=7,4 Hz), 7,61 2H, d, I=7 4
Hz), 7,79 (2H, d, J=7.4 Hz).
Procedimento 3: acido [({N-[(9H-fluoren-9-ilmetossi)carbonil]glicil}ammino)metossijacetico

Il composto (1,88 g, 3,96 mmotl} ottenuto nel procedimento 2 sopra ¢ stato disciolto in etanolo (40,0 ml) ed

acetato di etile (20,0 ml). Dopo aver aggiunto un catalizzatore di palladio su carbone (376 mg), & stato agitato in atmosfera
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di idrogeno a temperatura ambiente per 2 ore. Le parti insolubili sono state rimosse mediante filirazione attraverso Celite,
ed it solvente ¢ stato rimosso a pressione ridotta a dare it composto del titolo come solido incolore (1,52 g, quantitativa).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8: 3,62 (2H, 4, J=6,3 Hz), 3,97 (2H, s), 4,18-4,32 (3H, m), 4,60 (2H, d, J=6,7 Hz), 7,29-
7,46 (4H, m), 7,58 (1H, t, I=5,9 Hz), 7,72 (2H, d, ]=7,4 Hz), 7,90 (2H, d, J=7,4 Hz), 8,71 (1H, 1, ]=6,5 Hz).
Procedimento 4: 9H-fluoren-9-ilmetil(2- {[(2- {f(18,98)-9-etil-5-fluoro-S-idrossi-4-metil-10,13-diosso0-2,3,9,10,13,15-
esaidro-1H,12H-benzofde]piranof3’,4":6,7]indolizino] ,2-bchinokin-1-ifJainmine} -2-ossoetossi)metil jammino } -2-
ossoetit}carbammato

Sotto raffreddamento con ghiaccio, ad una soluzione in N,N-dimetilformammide (10,0 ml) di exatecano mesilato
(3,283 g, 0,533 mmol), N-idrossisuccinimmide (61,4 mg, 0,533 mmol), ed il composto {0,205 g, 0,533 mmol) oftenuto
nel procedimento 3 sopra, N,N-diisopropiletilanunina (92,9 pl, 0,533 numol) ed N,N’-dicicloesilcarbodiimmide {0,143 g,
0,693 mmol) sono state aggiunte ed agitate a temperatura ambiente per 3 giorni. Il solvente & stato rimosso a pressione
ridotta ed i residui oftenuti sono stati purificati mediante cromatografia su colonna di gel di silice [cloroformio-strato
organico ripartito di cloroformio:metanolo:acqua=7:3:1 {(v/v/v)] a dare il composto del titolo come solido marrone chiaro
(0,352 g, 82%).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,81 (3H, t, }=7,4 Hz), 1,73-1,87 (2H, m), 2,06-2,20 (2H, m), 2,34 (3H, s), 3,01-3,23
(2H, m}, 3,58 (2H, d, J=6,7 Hz), 3,98 (211, 5), 4,13-4,25 (311, m), 4,60 (2H, d, J=6,7 Hz), 5,09-5,22 (2H, m), 5,32-5,42
(2H, m), 5,50-5,59 (1H, m), 6,49 (1H, s}, 7,24-7,30 (3H, m), 7,36 (2H, t, }=7,4 Hz), 7,53 (1H, t, J=6,3 Hz), 7,66 (2H, d,
J=14 Hz), 7,75 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,84 (2H, d, J=7,4 Hz), 8,47 (i1, d, J=8,6 Hz), 8,77 (1H, t, ]=6,7 Hz).
MS (ESI) mv/z: 802 (M+H)".
Procedimento 5 N-[(2-{[(15,98)-9-¢til-5-fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-dioss0-2,3,9,10,13,1 5-esaidro-1H, I 2H-
benzo[de]piranof3’,4":6,7}indolizino[ I,2-b]chinolin- I -ilJammino} -2-ossoetossi)meiil Jglicinammide

Ad una soluzione in N,N-dimetitformammide (11,0 ml) del composto (0,881 g, 1,10 mmol) ottenuto nel
procedimento 4 sopra, piperidina (1,1 ml} € stata aggiunta ed agitata a temperatura ambiente per 2 ore. 1l solvente & stato
rimosso a pressione ridotta a dare una miscela contenente il composto del titolo. La miscela & stata utilizzata per la

reazione successiva senza ulteriore purificazione,
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Procedimento 6: N-[(9H-fluoren-9-ilmetossi)carbonil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[(2- {[(18,98)-9-etil-5-fluoro-9-idrossi-
4-metil-10,13-diosso-2,3,9,10,13,1 5-esaidro- | H, 1 2H-benzolde]pirano]3’,4°:6,7 jindolizino[ 1,2-b]chinclin-1 -
illammino}-2-ossoetossi)metil jglicinammide

Sotto raffreddamento con ghiaccio, ad una soluzione in N,N-dimetilformammide (50,0 m1} delia miscela (0,439
mmol} ottenuta nel procedimento 5 sopra, N-idrossisuccinimmide (0,101 g, 0,878 mmol), ed N-[(9H-fluoren-9-
ilmetossi)carbonil]glicilglicil-L-fenilalanina (brevetto giapponese aperto al pubblico No. 2002-60351; 0,440 g, 0,878
mmol), N,N’-dicicloesilcarbodiimmide (0,181 g, 0,878 mimol) ¢ stata aggiunta ed agitata a temperatura ambiente per 4
giorni. II solvente & stato rimosso a pressione ridotta ed i residui ottenuti sono staii purificati mediante cromatografia su
colonmna di gel di silice [cloroformio-cloroforimio:metanolo=9:1 {v/v})] a dare il composto del titolo come solido arancione
chiaro (0,269 g, 58%).
MS (EST) m/z: 1063 (M+H)".
Procedimento 7: glicilglicil- L-fenilalanil-N-[(2- {{(18,98)-9-¢til-5-fluoro-9-idrossi-d-metil- 1 0,13-dioss0-2,3,9,10,13, 13-
esaidro-1H,12H-benzo[de]piranof3’,4":6,7]indolizino{1,2-b]chinolin-1-ilJammino } -2-ossoetossi)metil jglicinammide

Ad una soluzione in N,N-dimetilformammide (4,00 ml) del composto (0,269 g, 0,253 mmol) ottenuto nel
procedimento 6 sopra, piperidina (0,251 ml, 2,53 mmol) & stata aggiunta ed agitata a temperatura ambiente per 2 ore. I
solvente & stato rimosso a pressione ridotta a dare una miscela contenente il composto del titolo. La miscela & stata
utilizzata per Ia reazione successiva senza ulteriore purificazione.
Procedimento 8 N-[6-(2,5-diosso-2,5-diidro- 1 H-pirrol-1-il}esanoillglicilglicil-L-fenilalanil-N-[(2- {[{1§,95)-9-¢etil-5-
fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-diosse-2,3,9,10,13,15-esaidro- 1H, 1 2H-benzo|de]pirano{3’,4*:6,7 }indolizino[ 1,2-
blchinolin-I-illammino}-2-ossoetossi)metil]glicinammide

Ad una soluzione di N,N-dimetilformammide (10,0 ml) del composto ($,253 mmol) ottenuto nel procedimento
7 sopra, N-succinimmidil 6-maleimmide esanoato (0,156 g, 0,506 mmol} & stato aggiunto ed agitato a temperatura
ambiente per 3 giorni, Il solvente ¢ stato rimosso a pressione ridotta ed i residui ottenuti sono stati purificati mediante
cromatografia su colonna di gel di silice [cloroformio-cloroformio:metanolo=9:1 (v/v)] a dare il composto del titolo come

solido giatlo chiaro (0,100 g, 38%).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,83 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,09-1,21 {2H, m), 1,33-1,47 (4H, m}, 1,75-1,90 (2H, m), 2,00-
2,23 (4H, m}, 2,36 (3H, s), 2,69-2,81 (1H, m), 2,94-3,03 (1H, m), 3,06-3,22 (2H, m), 3,23-3,74 (8H, m), 3,98 (2H, s),
4,39-4,50 (1H, m), 4,60 (2H, d, J=6,7 Hz), 5,17 (2H, s), 5,39 (2H, s), 5,53-5,61 {1H, m), 6,50 (1H, s), 6,96 (2H, s}, 7,11-
7,24 (5H, m), 7,28 {1H, 8), 7,75 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,97 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,03 {1H, t, ]=5,9 Hz), 8,09 (1H, d, ]=7,8 Hz),
8,27 (1H, t, J=6,5 Hz), 8,48 (I1H, d, J=9,0 Hz), 8,60 (1H, t, J=6,5 Hz).

MS (ESI) m/z: 1034 (M+H)".

Procedimento 9: coniugato anticorpo-farmaco (6)

Riduzione dell’anticorpo: PhTINAI-HIL1 prodotto nell’esempio 7 & stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo di 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefficiente di
assorbimento a 280 nm, & stato utilizzato 1,54) e la procedura comune C descritte nel metodo di produzione 1. La
soluzione (10,0 ml) ¢ stata raccolia in una provetta da 50 ml e caricata con una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,317 ml; 4,6 equivalenti per molecola anticorpale) e con una soluzione acquosa di
idrogenofosfato di dipotassio 1M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 ml). Dope la conferma che la soluzione aveva un pH di
7,440,1, il legame disolfuro alla parte cerniera nell’anticorpo & stato ridotto incubando a 37°C per 1 ora.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo Pincubazione della soluzione di cui
sopra per 10 minuti in un bagno d'acqua di temperatura ordinaria, vi & stato aggiunto dimetilsolfossido (0,567 ml).
Successivamente, una soluzione in dimetilsolfossido contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 8 di cui
sopra (0,635 ml; 9,2 equivalenti per molecola anticorpale) vi & stata aggiunta ed agitata utilizzando un dispositivo di
rotazione per provette per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo a temperatura ambiente per 40
minuti. In seguito, una soluzione acquosa (0,127 mi; 18,4 equivalenti per molecola anticorpale) di NAC 100mM (Sigma-
Aldrich Co. LLC) vi ¢ stata aggiunta ed agitata per terminare la reazione del gruppo di collegamento del farmaco a
temperatura anbiente per altri 20 minuti.

Purificazione: la soluzione di cui sopra & stata sotioposta a purificazione utilizzando la procedura comune D
descritta nel metodo di produzione 1 a dare 35,0 ml di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.

Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando la procedura comune E descrifta nel metodo di produzione 1 (sono stati
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utilizzati ep2s0=5.178 (valore medio misurato), ed ep,170=20.217 (valore medio misurato)), sono stati ottenuti i seguenti
valori caratteristici,
Concentrazione dell’anticorpo: 2,70 mg/ml, resa dell’anticorpo: 94,5 mg (95%), € numero medio di molecole di
farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 6,4,
[Esempio 15: produzione di un ADC con hTINAL-H1L1 (7)]
[Formula 31}
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco {7)

Riduzione deil’anticorpo: PhTINAI-HILI prodotte nell’esempio 7 & stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo di 10 mg/mi con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefficiente di
assorbimento a 280 nm, ¢ stato wtilizzato 1,54) e la procedura comune C descritte nel metodo di produzione 1. La
soluzione (2,0 ml) ¢ stata raccolta in una provetta da 4 ml e caricata con una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0690 ml; 5,0 equivalenti per molecela anticorpale) e con una soluzione acquosa di
idrogenofosfato di dipotassio IM (Nacatai Tesque, Inc.; 0,0299 ml). Dopo la conferma che la soluzione aveva un pH di
7,0+0,1, i legame disolfuro alla parte cerniera nell’anticorpo & stato ridotto incubando a 37°C per 1 ora.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo incubazione della soluzione di cui
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sopra per 10 minuti in un bagno d’acqua di 15°C, una soluzione in dimetilsolfossido (0,127 mil; 9,2 equivalenti per
molecola anticorpale) contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 8 dell’esempio 14 vi & stata aggiunta ed
incubata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C per 1 ora. In
seguito, una soluzione acquosa (0,0190 ml; 13,8 equivalenti per molecola anticorpale) di NAC 100mM (Sigma-Aldrich
Co. LLC) vi € stata aggiunta ed agitata utilizzando un dispositivo di rotazione per provetie per tenminare la reazione del
gruppo di coltegamento del farmaco a temperatura ambiente per 20 minuti,

Purificazione: la soluzione di cui sopra & stata sottoposta a purificazione utilizzando la procedura comune D
descritta nel metodo di produzione 1 a dare 9,00 ml di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.
Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando la procedura comune E descritta nel metodo di produzione 1 (sono stati
utilizzati £ps0=5.178 (valore medio misurato), ed €p370=20.217 (valore medio misurato)), sono stati ottenuti i seguenti
valori caratteristici,

Concentrazione dell’anticorpo: 2,04 mg/ml, resa dell’anticorpo: 18,4 mg (92%), e numero medio di molecole di
farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante {a procedura comune E: 5,7,

{Esempio 16: produzione di un ADC con hTINAT-HILI (8)]

[Formula 32}
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (8)

Riduzione dell’anticorpo: PhTINAI-HIL] prodotto nell’esempio 7 ¢ stato preparato per avere una
concendrazione dell’anticorpo di 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefficiente di
assorbimento a 280 mm, & stato utilizzato 1,54) e la procedura comune C descritte nel metodo di preduzione 1. La
soluzione (30,0 ml) & stata raccolta in un contenitore da 100 ml, caricata con una soluzione acquosa di idrogenofosfato di
dipotassio 1M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,4875 ml) con agitazione, e quindi agitata a 37°C per 10 minuti. Dopo avervi
aggiunto una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) (0,9721 ml; 5,0 equivalenti per
molecola anticorpale) con agitazione ¢ confermando quindi che la soluzione aveva un pH di 7,040,1, il legame disolfuro
alla parte cerniera nell’anticorpo ¢ stato ridotto agitando a 37°C per | ora.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo ’agitazione della soluzione di cui sopra
per 10 minuti in un bagno d’acqua di 15°C, una soluzione in dimetilsolfossido (2,33 mi; 12,0 equivalenti per molecola
anticorpale) contenente it composto 10mM ottenuto nel procedimento 8§ dell’esempio 14 vi & stata aggiunta gradualmente
goceia a goccia ed agitata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco ail’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C
per 1 ora. In seguito, una soluzione acquosa (0,251 ml; 12,9 equivalenti per molecola anticorpale) di NAC 100mM
{Sigma-Aldrich Co. LLC) vi & stata aggiunta ed agitata per terminare la reazione del gruppo di cotlegamento del farmaco
a temperatura ambiente per 20 minuti.

Purificazione: la soluzione di cui sopra & stata sottoposta a purificazione utilizzando la procedura comune D
descritta nel metodo di produzione 1 a dare 98,0 mi di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.
Quindi, la soluzione & stata concentrata secondo la procedura comune A descritta nel metodo di produzione 1 a dare 17,5
mi di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo,

Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando le procedure comuni E ed F descritie nel metodo di produzione 1
(sono stati utilizzati £p256=5.178 (valore medio misurato), ed £p,370=20.217 (valore medio misurato)), sono stati ottenuti i
seguenti valori caratteristici. Concentrazione dell’anticorpo: 14,6 mg/ml, resa dell’anticorpo: 256 mg (85%), numero
medio di molecole di farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 6,7, ¢

numero medio di molecole di farmaco coniugate (n} per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune F:
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7.0.
[Esempio 17: produzione di un ADC con hTINAT-HIL1 (9)]
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (9)

Riduzione dell’anticorpo: I'hTINAIL-HIL1 prodotto nell’esempio 7 & stato preparato per avere una
concentrazione deli’anticorpo di 10 mg/mi con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefficiente di
assorbimento a 280 mmn, ¢ stato utilizzato 1,54) e la procedura comune C descritte nel metodo di produzione 1. La
soluzione (5,0 ml) é stata raccolta in un contenitore da 15 ml, caricata con una soluzione acquosa di idrogenofosfato di
dipotassio 1M (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0813 ml) con agitazione, e quindi agitata a 37°C per 10 minuti. Dopo avervi
aggiunto una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)) (80,0778 mi; 2,4 equivalenti per
molecola anticorpale) con agitazione ¢ confermando quindi che la soluzione aveva un pH di 7,040,1, il legame disolfuro
alla parte cerniera nell’anticorpo ¢ stato ridotto agitando a 37°C per I ora.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo Pagitazione della soluzione di cui sopra
per 10 minuti in un bagno d’acqua di 15°C, una soluzione in dimetilsolfossido (0,162 ml; 5,0 equivalenti per molecola

anticorpale) contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 8 dell’esempio 14 vi & stata aggiunta gradualmente
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goccia a goccia ed agitata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C
per 1 ora. In seguito, una soluzione acquosa (0,0418 ml; 12,9 equivalenti per molecola anticorpale) di NAC 100mM
(Sigma-Aldrich Co. LLC) vi & stata aggiunta ed agitata per terminare la reazione del gruppo di collegamento del farmaco
a temperatura ambiente per 20 minuti,

Purificazione: la soluzione di cui sopra & stata sottoposta a purificazione utilizzando la procedura comune D
descritta nel metodo di produzione I a dare 21,0 ml di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.
Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando le procedure comuni E ed F descritte nel metodo di produzione 1 (sono stati
utilizzati €p280=5.178 (valore medio misurato), ed £p,370=20.217 (valore medio misurato)), sono stati ottenuti i seguenti
valori caratteristici.

Concentrazione dell’anticorpo: 2,26 mg/ml, resa dell’anticorpo: 47,5 mg (95%), numero medio di molecole di
farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 3,5, e numero medio di
molecole di farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune F: 3,6.

[Esempio di riferimento 18: produzione di un ADC con hRS7 (10)]

[Formula 34)
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (10)

Riduzione delP’anticorpo: I'hRS7 prodotto nell’esempio di riferimento 1 & stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo di 10 mg/ml con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefticiente di
assorbimento a 280 nm, ¢ stato utilizzato 1,56) e la procedura comune C descritte nel metodo di produzione 1. La
soluzione (2,0 ml) ¢ stata raccolta in una provetta da 4 mi e caricata con una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,0690 ml; 5,0 equivalenti per molecola anticorpale) e con una soluzione acquosa di
idrogenofosfato di dipotassio 1M (Nacalai Tesque, Inc.; 6,0299 ml). Dopo la conferma che la soluzione aveva un pH di
7,0+0,1, il legame disolfuro alla parte cerniera nell’anticorpo ¢ stato ridotio incubando a 37°C per 1 ora.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo Pincubazione della soluzione di cui
sopra per 10 minuti in un bagno d’acqua di 15°C, una soluzione in dimetilsolfossido (0,1269 ml; 9,2 equivalenti per
molecola anticorpale) contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 8 dell’esempio 14 vi ¢ stata aggiunta ed
incubata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco ali’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C per | ora. In
seguito, una soluzione acquosa (0,0190 mk 13,8 equivalenti per molecola anticorpale} di NAC HOmM (Sigma-Aldrich
Co. LLC) vi ¢ stata aggiunta ed agitata utilizzando un dispositivo di rotazione per provetie per terminare la reazione del
gruppo di collegamento del farmaco 2 temperatura ambiente per 20 minuti.

Purificazione: la soluzione di cui sopra & stata sottoposta a purificazione utilizzando la procedura comune D
descritfa nel metodo di produzione 1 a dare 9,00 mi di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.
Caratierizzazione chimico-fisica: utilizzando la procedura comune E descritta nel metodo di produzione 1 (sono stati
utilizzati £p230=5.178 (valore medio misurato), ed €5370=20.217 (valore medio misurato)), sono stati ottenuti i seguenti
valori caratteristici.

Concentrazione del{’anticorpo: 2,07 mg/mli, resa dell’anticorpo: 18,6 mg (93%), e numero medio di molecole di
farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 5,6.

[Esempio 19: produzione di un ADC con hTINA1-HIL} (11})]
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[Formula 35]

H
P Wy e e s
... KM, >]’GTN" 0'\*0 0T

1 \/ oH o] NH -
B O \f g 0" W’ f Processo2 . j-wf.
FALY NG ST R O SNy

’ m-} o Processo “ A e T
DM \,),w; [+] N0
HO o \R ~ ) -
o
::T 0\( -,/t\Rf .-I:’N‘",’ N".\‘{OH q o n 0
[2] -,

gt HG }To\‘(’u._)\u
& Q ~..MH
g { 1 o Processo 4

ks
e A ('} LN N
Processo 3 " -/ \}: ,r:;l\ {N {
%
Ni

K ° 4

ey Ny ;N,-a,_,ﬁ\/\ Q.4
H H - - $ '-*3
g{ 0 J(;L,NII ,,_40 0 g

\ 3 ~ \, % "N [ e

- F,L/hllg Y Processo §

cwg o

£y 9 ; 0 . NH
0 \/\?”‘; [ K Processo §
Ly

S - R ———

4}
e R
NEMATBSILY w—‘_-_é H Yo

A

Procedimento  1: tert-butil  [2-(2-{{(1S,98)-9-¢etil-5-fluoro-9-idrossi-4-metii-10,13-diosso-2,3,9,10,13,15-esaidro-
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1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4’:6,7 Jindolizino[ 1,2-blchinolin-1-il Jammino}-2-ossoetossi)etil earbammato

Exatecano mesilato (3,10 g, 5,47 mol) ¢ stato fatto reagire nello stesso modo del procedimento I dell’esempio |
wtilizzando acido {2-[{fert-butossicarbenil)amminoletossi}acetico (J. Med. Chem., 1992, volume 335, pagina 2928; 1,55
g, 6,01 mmol) invece di acido 4-(tert-butossicarbonilammino)butanoico a dare il composto del titolo come solido gialto
chiaro (2,56 g, 73%).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,87 (3H, ¢, J=7,3 Hz), 1,26 (9H, ), [,81-1,91 (2H, m)}, 2,13-2,22 (21, m), 2,40 (3H,
s), 3,08-3,26 (4H, m), 3,43-3,53 (2H, m), 4,00 (1H, d, J=15,1 Hz), 4,05 (1H, d, J=15,1 Hz), 5,14 {(1H, d, J=18,7 Hz), 5,22
(1H, d, J=18,7 Hz), 540 (1H, d, J=16,6 Hz), 544 (1H, d, J=16,6 Hz), 5,59-5,66 (1H, m)}, 6,53 (1H, s), 6,86 (1, t, J=54
Hzy, 7,31 (1H, ), 7,79 (1H, d, J=10,9 Hz), 8,49 (1H, d, J=9,1 Hz).
MS (APCI) mv/z: 637 (M+H)".
Procedimento 2: 2-(2-amminoetossi)-N-{(1S,95)-9-¢etil-5-fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-diosso-2,3,9,10,13,15-esaidro-
1H,12H-benzo[de]pirano[3’4":6,7]indolizino[ I ,2-b]chinolin- 1 -il Jacetammide trifluoroacetato

11 composto (1,50 g, 2,36 mol) ottenuto nel procedimento 1 sopra & stato fatto reagire nello stesso modo del
procedimento 2 dell’esempio | a dare il composto del titolo come solido giallo chiaro (1,50 g, quantitativa),
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,87 (3H, t, J=7,5 Hz), 1,81-1,92 (2H, m), 2,15-2,23 (2H, m), 2,41 (3H, s), 3,05 (2H,
t, }=5,1 Hz), 3,15-3,23 (2H, m), 3,71 (2H, t, J=5,1 Hz), 4,10 (2H, s), 5,19 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,24 (1H, d, }=18,7 Hz),
5,43 (2H, 5), 5,58-5,66 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,33 (1H, s), 7,73-7,84 (4H, m), 8,55 (1H, d, J=9,1 Hz).
MS (APCI) nv/z: 537 (M+H)".
Procedimento 3: N-{tert-butossicarbonil)glicilglicil-1-fenilalanil-N-{2-(2-{{(18,98)-9-¢til-5-fluoro-9-idrossi-4-metil-
18,13-diosso-2,3,9,10,13,15-esaidro- 1H,12H-benzofde]piranof3’,4°:6,7]indolizino[ 1,2-b]chinolin-1-iljJamming} -2-
ossoetossijetiljglicinammide

Il composto (554 mg, 0,85 mmol) ottenuto nel procedimento 2 sopra ¢é stato fatto reagire nello stesso modo del
procedimento 3 dell’esempio 1 a dare il composto del titolo (775 mg, 95%).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-de) 6: 0,85 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,36 (9H, s), 1,78-1,89 (2H, m), 2,13-2,22 (2H, m}, 2,39 (3H,
s}, 2,71 (1H, dd, J=13,4, 9,8 Hz), 2,95 (1H, dd, =134, 4,3 Hz), 3,09-3,23 (1H, m), 3,23-3,32 (2H, m), 3,40-3,62 (8H, m)},
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3,73 (1H, dd, J=16,5, 5,5 Hz), 4,03 (2H, s), 4,39-4,47 (1H, m), 5,17 (1H, d, I=18,9 Hz), 5,25 (1H, d, I=18,9 Hz), 5,41
(1H, d, J=16,8 Hz), 5,45 (1H, d, J=16,8 Hz), 5,57-5,64 (1H, m), 6,54 (1H, s), 6,99 (1H, t, J=5,8 Hz), 7,13-7,26 (5H, m),
7,31 (1H, s), 7,76-7,82 (2H, m), 7,90 (1H, t, J=5,2 Hz), 8,13 (1H, d, J=7,9 Hz), 8,27 (1H, t, ]=5,8 Hz), 8,49 (1H, d, I=8,5
Hz).
MS (APCI) m/z: 955 (M+H)".
Procedimento 4 glicilglicil-L-fenilalanil-N-[2-(2-{[(1§,95)-9-etil-5-fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-diosso-
2,3,9,10,13,15-esaidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3°,4":6,7]indolizino[ 1,2-b]chinolin-1-ilJammino} -2-
ossoetossi)etil]glicinammide trifluoroacetato

Il composto (630 mg, 0,659 mmol) ottenuto nel procedimento 3 sopra ¢ stato fatto reagire nello stesso modo del
procedimento 4 dell’esempio 1 a dare il composto del titolo (588 mg, 92%).
IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 0,86 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,79-1,90 (2H, m), 2,13-2,22 (2H, m), 2,39 (3H, s), 2,71 (1H,
dd, J=134, 10,1 Hz), 2,99 (1H, dd, J=13,4, 4,3 Hz), 3,09-3,23 (1H, m), 3,24-3,32 (3H, m), 3,41-3,71 (7H, m), 3,86 (1 H,
dd, J=16,8, 5,8 Hz), 4,04 (2H, ), 4,52 (1H, td, J=9,0, 4,1 Hz), 5,17 (1H, d, J=18,9 Hz), 5,25 (1H, d, J=18,9 Hz), 5,41 (1H,
d, 1=16,5 Hz), 5,45 (1H, d, J=16,5 Hz), 5,56-5,65 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,13-7,26 (SH, m), 7,32 (1H, s), 7,80 (1H, d,
J=11,0 Hz), 7,87-8,01 (4H, m), 8,29-8,36 (2H, m), 8,46-8,55 (2H, m).
MS (APCI) m/z: 855 (M+H)".
Procedimento 5: N-[6-(2,5-diosso-2,5-diidro-1H-pirrol-1-il)esanoil]glicilglicil-L-fenilalanil-N-[2-(2-{[(18,9S)-9-etil-5-
fluoro-9-idrossi-4-metil-10,13-diosso-2,3,9,10,13,15-esaidro-1H, 1 2H-benzo[de]pirano[3’,4°:6,7|indolizino[ 1,2-
b]chinolin-1-ilJammino}-2-ossoetossi)etil]glicinammide

I composto (240 mg, 0,247 mumol) ottenuto nel procedimento 4 sopra & stato fatto reagire nello stesso modo del
procedimento 5 dell’esempio 1 utilizzando trietilammina (31,4 ul, 0,22 mmol) invece di diisopropiletilammina ed N-
succinimmidil 6-maleimmide esancato (95,3 mg, 0,31 mmol) invece di N-succinimmidil 3-(2-(2-(3-
maleinimmidopropanammido)etossi)etossi)propanoato a dare il composto del titolo (162 mg, 62%).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-de) 8: 0,86 (3H, t, J=7,6 Hz), 1,13-1,22 (2H, m), 1,40-1,51 (4H, m), 1,78-1,90 (2H, m), 2,09
(2H, t, J=7,6 Hz), 2,14-2,21 (2H, m), 2,39 (3H, s), 2,74 (1H, dd, J=13,6, 9,7 Hz), 2,96 (1H, dd, J=13,6, 4,5 Hz), 3,08-3,24
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(1H, m), 3,24-3,30 (1H, m), 3,33-3,40 (4H, m), 3,47-3,68 (7H, m), 3,72 (1H, dd, J=16,6, 5,7 Hz), 4,03 (2H, s), 4,42 (1H,
td, I=8,6, 4,2 Hz), 5,17 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,25 (IH, d, I=18,7 Hz), 5,40 {1H, 4, ]=17,2 Hz), 5,44 (1H, d, J=17,2 Hz),
3,57-3,64 (1H, m), 6,52 (1H, s}, 6,99 (2H, s), 7,13-7,25 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,81 (2H, m), 7,99 {14, t, J=5,7 Hz),
8,03-8,11 (2H, m), 8,22 (1H, t, I=5,7 Hz), 8,47 (11, d, J=9,1 Hz).

MS (APCI) m/z: 1048 (M+H)",

Procedimento 6: coniugato anticorpo-farmaco (11)

Riduzione dell’anticorpo; I'WTINAI-HILI prodotto nell’esempio 7 & stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo ¢i 10 mg/mi con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B (come coefficiente di
assorbimento a 280 nm, ¢ stato utilizzato 1,54) e la procedura comune C descritte nel metodo di produzione 1. La
soluzione {3,0 ml} & stata raccolia in un contenitore da 15 ml, caricata con una soluzione acquosa di idrogenofosfato di
dipotassio IM (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0488 ml) con agitazione, e quindi agitata a 37°C per 10 minuti. Dopo avervi
aggiunto una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo Chemical Industry Co., Lid.) {0,0972 ml; 5,0 equivalenti per
molecola anticorpale) con agitazione e confermando quindi che la soluzione aveva un pH di 7,0+0,1, il legame disoifuro
alla parte cerniera nell’anticorpo & stato ridotio agitando a 37°C per | ora.

Coniugazione tra anticorpo ¢ gruppo di collegamento del farmaco: dopo I'agitazione della soluzione di cui sopra
per 1{ minuti in un bagno d’acqua di 15°C, una soluzione in dimetilsolfossido (0,2333 mi; 12,0 equivalenti per molecola
anticorpale) contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 8§ dell’esempio 11 vi & stata aggiunta gradualmente
goceia a goceia ed agitata per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo in un bagno d’acqua di 15°C
per 1 ora. in sepuito, una soluzione acquosa (03,0251 mi; 12,9 equivalenii per molecola anticorpale) di NAC 100mM
(Sigma-Aldrich Co. LL.C) vi & stata aggiunta ed agitata per terminare la reazione del gruppo di collegamento del farmaco
a temperatura ambiente per 20 minuti,

Purificazione: la soluzione di cui sopra ¢ stata sottoposta a purificazione utilizzando la procedura comune D
descritta nel metodo di produzione | a dare 14 mi di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.
Caratterizzazione chimico-fisica; wfilizzando le procedure comuni E ed F descritte nel metodo di produzione 1 (sono stati

utilizzati ep250=5.193 (valore medio misurato), ed £p,370=20.347 (valore medio misurato)), sono stati ottenuti i seguenti
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valori caratteristict.
Concentrazione dell’anticorpo: 1,93 mg/ml, resa dell’anticorpo: 27,0 mg (90%), numero medio di molecole di
farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 7,1, e numero medio di
mwolecole di farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune F: 7,0.
[Fsempio di riferimento 2: produzione di hRS7-CL2A-SN-38 (12)]
[Formula 36}

( PRt
i \(:“:i RO . j\ ~, 0

i "

H ' ff’lu’jlﬁ .
5m®

. ¥
k‘,n._‘/f\()/\] ™ o]
Og® g /~._‘,..‘0):.«0
( H K i /(\)
B L e

5 A

NH,
hRS7- -—-f\nf" o
o \»(}'J{,;.
- it K
K, N W, o
N R )
L f/{ ) u
g g {{ -
L4 o
Processo 1 T \
T k/o'\/“o"'ﬁ \‘))-1(()
AH»\,O I,:\ EAT T
(*o"*/ \(’"o"‘v"“/]‘n \/
v
— ' 5.6

138



10

I5

20

.
Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (12)

Riduzione dell’anticorpo: 'hRS7 prodotio nell’esemmpio di riferimento 1 & stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo di 10 mg/m! con PBS6,0/EDTA utilizzando la procedura comune B {come coefficiente di
assorbimento a 280 nm, ¢ stato utilizzato 1,54) ¢ la procedura comune C descritte nel metodo di produzione 1. La
soluzione (10,0 ml) & stata raccolta in una provetia da 50 ml e caricata con una soluzione acquosa di TCEP 10mM (Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd.) (0,317 ml; 4,6 equivalenti per molecola anticorpale) e con una soluzione acquosa di
idrogenofosfato di dipotassio IM (Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 ml). Dopo la conferma che la soluzione aveva un pH di
7.4+0,1, i1 legame disolfuro alla parte cerniera nell’anticorpo & stato ridotto incubando a 37°C per 1 ora.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo P'incubazione della soluzione di cui
sopra per 10 minuti in un bagno d’acqua di temperatura ordinaria, vi & stato aggiunto dimetilsolfossido (0,567 ml).
Successivamente, una soluzione in dimetilsolfossido contenente CL2A-SN-38 10mM sintetizzato secondo la
pubblicazione del brevetto US No. 2011/0293513 (0,635 ml; 9,2 equivalenti per molecola anticorpale) vi & stata aggiunta
ed agitata utitizzando un dispositivo di rotazione per provette per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco
all’anticorpo a temperatura ambiente per 40 minuti. In seguito, una soluzione acquosa (0,127 mi; 18,4 equivalenti per
molecola anticorpale) di NAC 100mM (Sigma-Aldrich Co, LLC) vi ¢ stata aggiunta ed agitata per terminare ia reazione
del gruppo di collegamento del farmaco a temperatura ambiente per altri 20 minuti.

Purificazione: la soluzione di reazione di cui sopra € stata sottoposta ripetutamente due volte alla permeazione
su gel ed alla purificazione descritte nella procedura comune D del metodo di produzione & successivamenie sottoposta
in modo simile alla purificazione mediante permeazione su gel con la colonna NAP-25 utilizzando una soluzione di
trealosio 25mM contenente polisorbato 80 {0,01%). Quindi, 'eluato ottenuto (35 ml) é stato liofilizzato. Caratterizzazione
chimico-fisica: utilizzando la procedura comune E descriita nel metodo di produzione 1 per Ueluato prima della
liofilizzazione, sono stati ottenuti i seguenti valori caratteristici.

Concentrazione dell’anticorpo: 2,78 mg/ml, resa dell’anticorpo: 97,3 mg (97%), € numero medio di molecole di

farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale: 5,6.
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[Esempio 20: produzione di un ADC con hTINAL-HILE (13)]
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Procedimento 1: coniugato anticorpo-farmaco (13)

Riduzione dell'anticorpo: PhTINAL-HIL1 prodotto nelt’esempio 7 & stato preparato per avere una
concentrazione dell’anticorpo di 10 mg/ml sostituendo il terreno con PBS6,0/EDTA utilizzando 1a procedura comune B
(come coefficiente di assorbimento a 280 nm, & stato utilizzato 1,54) e la procedura comune C descritte nel metodo di
produzione 1. La soluzione (100 ml) & stata posta in un pallone di Erlenmeyer di policarbonato da 250 ml, caricata con
una soluzione acquosa di idrogenofosfato di dipotassio IM (1,4 ml) a temperatura ambiente con agitazione utilizzando
un agitatore magnetico, e quindi caricata con una soluzione acquosa di TCEP 10mM (1,62 ml; 2,5 equivalenti per
melecola anticorpale). Dopo la conferma che la soluzione aveva un pH di 7,040,1, I"agitazione ¢& stata terminata, ed il
legame disolfuro alla parie cerniera nell’anticorpo & stato ridotto incubando a 37°C per 2 ore.

Coniugazione tra anticorpo e gruppo di collegamento del farmaco: dopo il raffreddamento della soluzione di cui
sopra fino a 15°C, DMSO (3,24 ml) vi ¢ stato aggiunto gradualmente goccia a goccia con agitazione, Successivamente,

una soluzione di DMSQO contenente il composto 10mM ottenuto nel procedimento 8 dell’esempio 14 (1,76 mi; 5,0
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equivalenti per molecola anticorpale) vi & stata aggiunta gradualmente goccia a goccia. Questa soluzione ¢ stata agitata
per coniugare il gruppo di collegamento del farmaco all’anticorpo a 15°C per 1 ora. In seguito, una soluzione acquosa
(0,324 ml; 5,0 equivalenti per molecola anticorpale) di NAC 100mM vi & stata aggiunta con agitazione ed incubata per
terminare la reazione del gruppo di coltegamento del farmaco non reagito a temperatura ambiente per altri 20 minuti,

Purificazione: una soluzione acquosa di acido acetico al 20% (circa 0,52 ml) ed ABS (100 ml) sono stati aggiunti
gradualmente atla soluzione di cui sopra con agitazione per regolare il pH della soluzione a 5,5+0,1. Questa soluzione &
stata sottoposta a microfiltrazione (0,45 pm, membrana di PVDF) per rimuovere la torbidita bianca e dando circa 200 ml
di un filtrato. Questo filtrato & stato sottoposto a purificazione mediante ultrafilirazione utilizzando un apparecchio per
ultrafiitrazione costituito da una membrana per ultrafilirazione (Merck Japan, cassetta Pellicon XL, Ultracell 30 kDa),
una pompa a tubo (Cole-Parmer Iniernational, modelto di pompa MasterFlex 77521-40, modello di testa della pompa
7518-00), ed una provetta (Cole-Parmer International, provetta MasterFlex L/§16). Specificamente, mentre 1’ ABS & stato
aggiunto goccia a goccia (un totale di 1600 mi) come soluzione tampone per la purificazione alla soluzione di reazione,
la purificazione mediante ultrafiitrazione & stata eseguita per rimuovere i gruppi di collegamento del farmaco non
coniugati ed aliri reagenti a basso peso molecolare, anche sostituendo la soluzione tampone con ABS, e concentrando
ulteriormente la soluzione. La soluzione purificata ottenuta & stata sottoposta a microfiltrazione (0,22 pm, membrana di
PVDF) a dare 88 ml di una soluzione contenente il coniugato anticorpo-farmaco del titolo.

Caratterizzazione chimico-fisica: utilizzando la procedura comune E e la procedura comune F (sono stati
utilizzati ep250=5.178, ed £p,370=20.217), sono stati ottenuti i seguenti valori caratieristici.

Concentrazione dell’anticorpo: 9,96 mg/ml, resa deill’anticorpo: 876 mg (88%), numero medio di molecole di
farmaco coniugate {n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune E: 3,8, e numero medio di
molecole di farmaco coniugate (n) per molecola anticorpale misurato mediante la procedura comune F: 3,8,
{Esempio 21: valutazione dell’effetto antitumorale dell’ ADC] 21-a) effetto antitumorale deil’ ADC-(1)

Topo: topi femmine BALB/¢c-nu/nu da 5 a 6 settimane d’etd (Charles River Laboratories Japan, Inc.) sono stati
acclimatati da 4 a 7 giorni in condizioni SPF prima dell’uso nell’esperimento, I topi sono stati alimentati con cibo solido

sterilizzato (FR-2, Funabashi Farms Co., Ltd) ed hanno ricevuto acqua sterilizzata di rubinetto (preparata mediante
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Paggiunta da 5 a 15 ppm di soluzione di ipoclorito di sodio).

Saggio e calcolo dell’espressione: in tutii gli studi, asse maggiore e P’asse minore del tumore sono stati misurati
due volte alla settimana utilizzando un calibro eleftronico digitale (CD-15C, Mitutoyo Corp.), ed & staio calcolato il
volume del tumore (mm?). L’espressione del calcolo & come mostrata sotto.

Volume del tumore (mm*)=1/2xasse maggiore {mm)x[asse minore (mm)]2,

Tutti i coniugati anticorpo-farmaco sono stati diluiti con una soluzione salina fisiologica (Otsuka Pharmaceutical
Factory, Inc.) ed utilizzati ad un volume di 10 ml/kg per fa somministrazione endovenosa alla coda di ciascun topo. Una
linea cellulare umana di cancro del colon-retto COLQ205 ¢ stata acquistata da ATCC e sospesa in soluzione salina
fisiologica. 2x10° cellule della sospensione sono state trapiantate per via sottocutanea al’addome destro di ciascun topo
femmina BALB/c-nw/nu (giorno 0), ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giormo 7. I coniugati aniicorpo-farmaco
{1}, (6), o (12} sono stati somministrati per via endovenosa ad una dose di 10 mg/kg alla coda di ciascun topo i giomni 7,
14, e 21. L’anticorpo hTINA1-H1L1 e Panticorpo hR87 non coniugati sono stati somministrati ciascuno come controlio
negativo ad una dose di 25 mg/kg attraverso la stessa via di cui sopra, La somministrazione del coniugato anticorpo-
farmaco (1) o (6) ha eccezionalmente diminuito il volume del tumore in confronto alla somminisirazione del coniugato
anticorpo-farmaco {12), ed entrambi i coniugati anticorpo-farmaco hanne esercitato un effetto inibitorio sulla crescita
tumorale (figura 13). Nel disegno, 1’ascissa descrive il numero di giomi, ¢ ordinata descrive il volume del tumore,
21-b} Effetto antitumorale dell’ ADC-(2)

Una linea cellulare umana di adenocarcinoma del pancreas Bx-PC3 acquistata da ATCC ¢ stata {rapiantata a
ciascun topo femmina BALB/c-nw/nu ed ulteriormente sottoposta a passaggio come innesto di tumore solido, Questo
innesto del tumore & stato trapiantato per via sottocutanea all’addome destro di ciascun topo femmina BALB/c-nu/nu
(giorno 0), ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giorno 16, I coniugati anticorpo-farmaco (1), (6}, o (12) sono
stati somministrati per via endovenosa ad una dose di 10 mg/kg alla coda di ciascun topo i giomni 16, 23, ¢ 30, L’anticorpo
hTINAI-HILI e Panticorpo hRS7 non coniugati sono stati somministrati ciascuno come controllo negativo ad una dose
di 25 mg/kg attraverso la stessa via di cui sopra. La somministrazione del coniugato anticorpo-farmaco (1) o (6) ha

eccezionalmente diminuito il volume del fumore in confronto alla somministrazione del coniugato anticorpo-farmaco
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(12), ed entrambi i coniugati anticorpo-farmaco hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita tumorale (figura 14).
21-¢) Effetto antitumorale dell”’ ADC-(3)

Una linea cellulare umana i adenocarcinoma del pancreas Capan-1 acquistata da ATCC & stata trapiantata a
ciascun topo femmina BALB/c-nw/nu ed ulteriormente sottoposta a passaggio come innesto di tumore solido. Questo
innesto del tumore ¢ stato trapiantato per via sottocutanea all’addome destro di ciascun topo femmina BALB/c-nu/nu
(giorno 0), ed i topi sono stati casnalmente raggruppati il giomo 18, T coniugati anticorpo-farmaco (1}, {6), o (12) sono
stati somministrati per via endovenosa ad una dose di 10 mg/kg aila coda di ciascun topo i giorni 18, 25, e 32. L’anticorpo
hTINA1-HILI e Panticorpo hRS7 non coniugati sono stati somministrati ciascunto come controllo negativo ad una dose
di 25 mg/kg attraverso la stessa via di cui sopra, La somministrazione del coniugato anticorpo-farmaco (1) o (6) ha
eccezionalmente diminuito il volume del tumore in confronto alla somministrazione del coniugate anticorpo-farmaco
(12}, ed entrambi i coniugati anticorpo-farmaco hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita tumorale (figura 15).
21-d) Effetto antitumorale dell’ADC-(4)

COLO205 ¢ stata trapiantata per via sottocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-muw/nu nello stesso modo
dell’esempio 21-a) (giorno 0), ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giorno 11. II coniugato anticorpo-farmaco
(2) o (5) ad una dose di 10 mg/kg ed il coniugato anticorpo-farmaco (7) o (10} ad una dose di 3 mg/kg sono stati
somministrati per via endovenosa, rispettivamente, alla coda di ciascun topo i giomi 11, 18, e 25. Tutti i coniugati
anticorpo-farmaco (2}, (5), (7), ¢ (10) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita tumorale (figura
16).
21-¢) Effetto antitumorale dell’ ADC-(5)

Bx-PC3 ¢ stata trapiantata per via softocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-nu/nu nello stesso modo
deil’esempio 21-b) (giorno 0), ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giorno 25. Il coniugato anticorpo-farmaco
(2), (5), (7), o (10) & stato somministrato per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg atla coda di ciascun topo i giorni 25
e 32, Tutti i coniugati anticorpo-fannaco (2), {5), (7), ¢ (10) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla

crescita tumorale (figura 17).
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21-f) Effetto antitumorale dell’ ADC-(6)

COLO205 & stata trapiantata per via softocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-nu/nu nello stesso modo
dell’esempio 2t-a) (giomo 0), ed i topi sono stati casualinente raggruppati il giorno 9. Ii confugato anticorpo-farmaco (3),
(4), (8), 0 (9) & stato somministrato per via endovenosa ad una dose di 10 mg/ke alla coda di ciascun topo i giomi 9 e 16.
Tutti i coniugati anticorpo-farmaco (3), (4), (8), e (9) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita
tumorale (figura 18).

21-g) Effetto antitumorale dell’ ADC-(7)

Bx-PC3 ¢ stata trapiantata per via sottocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-nu/nu nello stesso modo
dell’'esempio 21-b} (giormo 0}, ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giorno 21, If coniugato anticorpo-farmaco
(3), (4), (8), 0 (9) & stato somministrato per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg alla coda di ciascun topo i giorni 21
e 28. Tutti i coniugati anticorpo-farmaco (3}, (4), (8), ¢ (9) somministrati hanno esercitato un effetto inibitoric sulla
crescita tumorale (figura 19).

21-h) Effetto antitumorale dell’ ADC-(8)

8x10° cellule di una linea cellulare umana di cancro dell’ovaio NIH:OVCAR-3 acquistata da ATCC sono state
sospese in Matrigel (Becton, Dickinson and Company) e trapianiate per via sottocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-
nu/nu (giorno 0), ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giorno 25, 1l coningato anticorpo-farmaco (3}, (4}, (8), o
(9) ¢ stato sonuninistrato per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg alla coda di ciascun topo il giorno 25, Tutti i coniugati
anticorpo-farmaco (3), (4), (8), e (9) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita umorale (figura
20).

21-1) Effetto antitumorale dell> ADC-(9)

1%107 celtule di una linea cellulare umana di cancro dello stomaco NCI-N87 acquistata da ATCC sono state
sospese in soluzione salina fisiologica e trapiantale per via sottocutanea a ciascun topoe femmina BALB/c-nu/nu (gioro
0}, ed i topi sono stati casualmente raggruppati i giomno 6. Il coniugato anticorpo-farmaco (3), (4}, (8), o (9) & stato
somiministrato per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg alla coda di ciascun topo il giorno 6. Tutti { coniugati anticorpo-

farmaco (3), (4), (8), e (9) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita tumorale (figura 21).
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21-1) Effetio antitumorale dell’ ADC-{10)

5x10% cellule di una linea cellulare umana di cancro del polmone NCI-H292 acquistata da ATCC sono state
sospese in soluzione salina fisiologica e trapiantate per via sottocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-nu/nu (giorno
0}, ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giormo 9. Il coniugato anticorpo-farmaco (3), (4), (8), o (9} & stato
somministrato per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg alla coda di ciascun topo il giorno 9. Tutti i coniugati anticorpo-
farmaco (3), (4), (8), e (9) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita tumorale {figura 22).

21-k) Effetto antitumorale dell’ADC-(11)

3x10° cellule di una linea cellulare umana di cancro della gola FaDu acquistata da ATCC sono state sospese in
soluzione salina fisiologica e trapiantate per via sottocutanea a ciascun topo fermmina BALB/c-nu/nu (giorno 0), ed i fopi
sono stati casualmente raggruppati il giorno 11. Il coniugato anticorpo-farmaco (3), {4), (8), o (9) & stato scimministrato
per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg alla coda di ciascun topo il giorno 11. Tutii i coniugati anticorpo-farmaco (3),
(4), (8), e {9) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita tumorale (figura 23).

21-1} Effetto antitumorale dell’ ADC-(12)

4x10° cellule di una linea cellulare umana di adenocarcinoma del pancreas CFPAC-1 acquistata da ATCC sono
state sospese in soluzione salina fisiologica e trapiantaie per via sottocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-nuw/nu
{giomo 0), ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giorno 14, I coniugato anticorpo-farmaco (3), {4), (8), 0 (9) &
stato somiministrato per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg altla coda di ciascun topo il giorno 14. Tutti i coniugati
anticorpo-farmaco (3), (4), (8), ¢ (9) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita tumorale (figura
24).
21-my) Effetto antitumorale dell’ ADC-(13)

CFPAC-1 ¢ stata trapiantata per via softocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-nuw/nu nello stesso modo
dell’esempio 21-1 {giomo 0}, ed i topi sono stati casualmente raggruppati il giorno 14. Il coniugato anticorpo-farmaco (8)
o (13} & stato somministrato per via endovenosa ad una dose di 1 mg/kg alla coda di ciascun topo il giomo 14, Tutti i
coniugati anticorpo-farmaco (8) o (13) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita tumorate {figura

25).
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21-n) Effetto antitumorale dell’ADC-(14)

3x10% cellule di una linea cellulare wnana di adenocarcinoma del pancreas HPAC acquistata da ATCC sono
state sospese in soluzione salina fisiologica ¢ trapiantate per via sottocutanea a ciascun topo femmina BALB/c-nw/nu
(giomno 0), ed i topi sono stati casnalmente raggruppati il giorno 12. Tl coniugato anticorpo-farmaco (8) o (13) & stato
somministrato per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg alla coda di ciascun topo il giome 12. Tutti i coniugati
anticorpo-farmaco (8) o (13) somministrati hanno esercitato un cffefto inibitorio sulla crescita tumorale (figura 26),
21-0) Effetto antitumorale dell’ADC-(15)

Tessuti umani di cancro dell’esofago ottenuti da Japan Health Sciences Foundation sono stati trapiantati per via
sottocutanea a ciascun topo NOG {Central Institute for Experimental Animals) e fatti crescere. L’innesto di tumore
ottenuto ¢ stato ulteriormente trapiantato per via softocutanea a ciascun topo femmina NOD-SCID (Charles River
Laboratories Japan, Inc.) (giomo 0), ed I topi sono stati casualmente raggruppati il giorno 27, 11 coniugato anticorpo-
farmaco (8) o (13) & stato somminisirato per via endovenosa ad una dose di 3 mg/kg alla coda di ciascun topo il giorno
27, Entrambi i coniugati anticorpo-farmaco (8) e {13) somministrati hanno esercitato un effetto inibitorio sulla crescita
tumorale (figura 27).

[Esempio 22: valutazione dell’effetto di inibizione della crescita cellulare deli’ADC]

BxPC3, NCI-H292, NIH:OVCAR-3, CFPAC-1, FaDu, una linea cellulare umana di adenocarcinoma del
polmone Calu-3 (ATCC), ed una linea cellulare umana di cancro dell’ovaio CaOV3 (ATCC) come linee cellulari positive
per 'antigene TROP2, ed una linea cellulare umana di cancro del poimone Calu-6 (ATCC) ed una linea cellulare umana
di melanoma cutaneo A375 (ATCC) come linee cellulari negative per Pantigene TROP2 sono state utilizzate nella
valutazione dell’effetto di inibizione della crescita cellulare di ciascun ADC, BxPC3 ed NCI-H292 sono state preparate
con il terreno RPMI 1640 {Gibco) contenente siero fetale bovino al 10% {Moregate Biotech), NIH:OVCAR-3 ¢ stata
preparata con il terreno RPMI 1640 contenente siero fetale bovino at 20% e 0,01 mg/ml di insutina {Invitrogen Corp.),
CFPAC-1 ¢ stata preparata con terreno di Dulbecco modificato da Iscove (Gibeo) contenente siero fetale bovino al 10%,
FaDu, Calu-3, ¢ Calu-6 sono state preparate con un terreno minimo essenziale di Eagle {ATCC) contenente siero fetale

bovino al 10%, e CaOV3 ed A375 sono state preparate con terreno di Eagle modificato da Dulbecco (Gibeo) contenente
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stero fetale bovino al 10%, ed hanno ciascuno 2,2x10¢ cellule/ml. Ciascuna sospensione cellulare & stata seminata a 90
nl/pozzetto su una micropiastra per coltura cellulare da 96 pozzetti. Il coniugato anticorpo-farmaco (4) o (8) diluito con
il terreno RPMI 1640 a 100nM, a 20nM, a 4nM, ad 0,8nM, a 0,16nM, a 0,032nM, oppure a 0,0064nM, od il terreno RPMI
1640 per il confronto vi sono stati aggiunti a 10 pl/pozzetto, ¢ le cellule sono state sottoposte a coltura in CO; al 5% a
37°C per 6 giorni. Dope la coltura, la micropiastra € stata rimossa dall’incubatore e lasciata riposare a temperatura
ambiente per 30 minuti, La soluzione di coltura & stata caricata con una quantita uguale di saggio di vitalita cetlulare con
luminescenza CeliTiter-Glo (Promega) ed agitata per 10 minuti utilizzando un miscelatore per piastre. Dopo la lisi
cellulare, ¢ stata misurata ’intensitd della luminescenza utilizzando un lettore per piastre.

La velocita di inibizione della crescita cellulare dopo la coltura per 6 giorni & stata calcolata secondo equazione
seguente:
velocita di inibizione della crescita cellulare (%)=a/bx 100
a: valore medio dai pozzetti arricchiti con il campione dopo la coltura per 6 giorni-valore medio dai pozzetti non arricchiti
con il campione all’inizio della coltura
b: valore medio dai pozzetti arricchiti con il terreno dopo la coltura per 6 giorni-valore medio dai pozzetti non arricchiti
con il terreno all’inizio della colura

11 valore di Glse & stato calcolato secondo I’equazione seguente:
Glse{nM)=antilog({50—)x(LOG1o(d)~LOG 1a(c))/([~e)+LOG 1o(d)
¢: concentrazione del campione ¢
d: concentrazione del campione d
e: velocita di inibizione della crescita cellulare alla concentrazione del campione ¢
F: velocita di inibizione della crescita cellulare alla concentrazione def campione d

Le concentrazioni ¢ e d stabiliscono la relazione ¢>d incrociando il 50% della velocita di inibizione della crescita
cetlulare,

I coniugati anticorpo-farmaco (4) e (8) hanno mosirato un effetto inibitorio della crescita cellulare di Glsp<l
(nM) sulle lince cellulari positive per I'antigene TROP2 BxPC3, NCI-H292, NIH:OVCAR-3, CFPAC-1, FaDuy, Calu-3,
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e CaOV3. D’altra parte, questi coniugati anticorpo-farmaco non mostrano alcun effetto inibitorio della crescita cellulare
(=100 (nM}} sulle linee celtulari negative per I’antigene TROP2 Calu-6 ed A3735.

Testo libero dell’elenco delle sequenze

SEQ 1D NO: 1: sequenza nucleotidica di cDNA codificante per una regione variabile della catena pesante dell’anticorpo
TINA1

SEQ ID NO: 2: sequenza amminoacidica della regione variabile della catena pesante dell’anticorpo TINA1

SEQ ID NO: 3: sequenza nucleotidica di cDNA codificante per una regione variabile della catena leggera dell’anticorpo
TINAI

SEQ ID NO: 4: sequenza amminoacidica della regione variabile della catena leggera dell’anticorpo TINAL

SEQ 1D NO: 5: sequenza nucleotidica codificante per un segnale di secrezione delia catena k wnana ¢ per una regione
costante della catena x umana

SEQ ID NO: 6: sequenza nucleotidica codificante per un segnale di secrezione della catena pesante umana ¢ per una
regione costante dell’Ig(G1 umana

SEQ ID NO: 7: sequenza nucleotidica di una catena pesante dell’anticorpo ¢TINA1

SEQ ID NO: 8: sequenza ammtinoacidica della catena pesante dell’anticorpo ¢ TINAI

SEQ 1D NO: 9: sequenza nucleotidica di una catena leggera dell’anticorpo ¢cTINAI

SEQ ID NO: 10: sequenza amminoacidica della catena leggera dell’anticorpo ¢TINAI

SEQ ID NO: 11: sequenza nucleotidica di hTINA1-HI1

SEQ ID NO: 12: sequenza amminoacidica di hTINAL-H]

SEQ ID NOQ: 13: sequenza nucieotidica di hTINA|-H2

SEQ ID NO: 14: sequenza amminoacidica di hTINA1-H2

SEQ ID NO: 15: sequenza nucleotidica di hTINAT-H3

SEQ ID NO: 16: sequenza amminoacidica di hTINAL-13

SEQ ID NO: 17: sequenza nucleotidica di hTINAL-L!

SEQ ID NO: 18: sequenza amminoacidica di h-TINAL-L]

148



10

15

20

25

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

1%
20:
21:
22
23
24:
25:
26:
27
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
KA
38:
39:

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)
b

sequenza nucleotidica di hTINA1-L2

sequenza amminoacidica di hTINAL-L2

sequenza nucleotidica di hTINAL-L3

sequenza amminoacidica di h-TINAI-L3

sequenza amminoacidica di CDRHI dell’anticorpo TINAI
sequenza amminoacidica di CDRH2 dell’anticorpo TINA
sequenza amminoacidica di CDRH3 dell’anticorpo TINAI
sequenza amminoacidica di CDRLI dell’anticorpo TINA1
sequenza amminoacidica di CDRL2 dell’anticorpo TINA1
sequenza amminoacidica di CDRL3 dell’anticorpo TINAL1
sequenza nucleotidica di una catena pesante dell’anticorpo hRS7
sequenza amminoacidica della catena pesante deli’anticorpo hRS7
sequenza nucleotidica di una catena leggera dell’anticorpo hRS7
sequenza amminoacidica della catena leggera dell’anticorpo hR87
innesco m(G2aVR2

innesco mKVR2

innesco 3.3-F1

innesco 3.3-R1

innesco TINA1H-F

innesco TINATH-R

innesco TINAIL-F

SEQ ID NO: 40: innesco TINAIL-R

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

41
42
43

: innesco EG-Inf-F
s innesco EGi-Inf-R
:innesco CM-1KF
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15

20

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

44:
45:
46:
47:
48:
4%
50:
51
52:
53:

54

Dott.ssa Tiziana SAN’},iORO (USBM-CPI1-072 BM)

innesco KCL-Inf-R

sequenza amminoacidica AspGlyGlyPhe
sequenza amiminoacidica GluGlyGlyPhe
sequenza amniinoacidica GlyGlyPheGly
sequenza amminoacidica SerGlyGlyPhe
sequeiiza amminoacidica LysGlyGlyPhe
sequenza amminoacidica AspGlyGlyPheGly
sequenza amminoacidica GlyGlyPheGlyGly
seguenza amminoacidica AspAspGlyGlyPheGly
sequenza amminoacidica LysAspGlyGlyPheGly
: sequenza amminoacidica GlyGlyPheGlyGlyGlyPhe

ELENCO DELLE SEQUENZE

<1 H)> Daiichi Sankyo Company, limitata

<120> CONIUGATO ANTICORPO ANTI-TROP2-FARMACO
<130> PD20-9607WO

<150 JP2013-267548

<151>2013-12-25

<160> 44

<170> PatentIn versione 3.5

<210 1
<211> 363

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 1

!

150



Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CP1-072 BM)

cagetccagt tggtgoagto tggaccktgeg ctgaagaage atggagagac agtcaggatao 60
tectgoaagg cttetgggta taccttcaca actgetggaa tgeagtgagt gecamaagatg 120
ccaggaaagy gtttgaagtyg gattggcbgg ataaacacce actctggagt gocaaaatat 180
geagaagaet tecaagggacg gittgectte totttggaaa cctetgecag cactgeatat 240
ttacagataa goazcotcaa aszatgaggac acgactacgt atttokgtge gagategagg 380
ttcggtagta getactggta cttegatgtc tggggegeey ggacegeggt caccgtetcoe 360
tca 363

<210>2

<211> 121

<212>PRT

<213> Mus musculus

<400>2

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 i5

Thr Val Arg Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Ala
20 25 30

Gly Met Gln Trp Val Gln Lys Met Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lyg Tyr Ala Glu Asp Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPL-072 BM)

Leu Gln Ile Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Thr Thr Tyr Phe Cys
90

g5

Ala Arg Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Fhe Asp Val Trp Gly

100

105

Ala Gly Thr Ala Val Thr Val Ser Ser

115

<210>3

<211>327

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 3
gacattgtga tgacccagte
atcaccetaea aggecagtea
ggacaatete ¢taaackget
cgcttoactyg écaqtggata
gaagacatgg cagtttatta
gggaccaage tgqgagoetgaa

<210> 4

<211> 109

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

129

tcacaaatte atgtooacat
ggatgtgagkt actgctgtag
gatttackey goatcctace
tgggacgget ttcactttca
ctgtcageaa cattatatta

acgggat

119

cagtaggaga cagggteage
cetggtatea acagaaacea
gotacactgy agtecotgat
ccatcageag tgtgoagget

ctecgetecac gtteggtget

60
120
180
24¢
30¢

327
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Dott.ssa Tiziana SANbf/ORO (USBM-CPI-072 BM)

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Mat Ser Thr Ser Val Gly

Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Ile Thr Pro Leu

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Ala
100 105
<210>35
<211> 449
<212>DNA
<213> Homo sapiens
<400> 5
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

gectoaggac totagagoos cocatgghtgeot goagacccag gtgttcatot coctgotgot 4]
gtygatoetcoe ggegegtacyg gegatategt gatgattaas cgtacggtgg cogecocete 120
cgtgtteetc tteccocect cogacgagoa gotgaagtec ggocascgoct coghggtgtg 180
cctgetgaat aacttotace aoagagaggo caaggtgeaq tggaaggtgg acaacqeoact 240
gcagbceggy aactcecagg agagegtgac cgagcocaggac ageocaaggaca gcacchtacag 300
cetgageage accctgacec tgagecaaage cgactacgag aagoacaagg tgtacgectg 360
egaggtgace caccagggee tgagetcoce cgteaccaag agettcaaca ggggggagtg 420
ttaggggeco gtttaaacgg gggaggeota 449

<210>6

<211> 1132

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6
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<210>7
<211> 1410
<212> DNA

gecteooggac
tccoagatgg
gyccgaaqcy
ctgggetgeo
gceectgacoa
ctecagoageg
gtgantcaca
aaaactcaca
ctectteeceoce
gtggtggtgg
gtggaggtga
gtggtcageg
aaggtchteoea
cagecacggyg
caggtcagea
gagagcaatg
ggctocttct
gtocttctcat

tccotgtote

<213> sequenza artificiale

<220>

totagagooa
gtgetgagae
tettocceot
tggtcaagga
goggegtgea
tggtgaccgt
ageccageaa
catgcceace
cazaacccaa
acgtgagcea
ataatgccaa
toctoacogt
acaaagocch
aaccacaggt
tgacctgact
gocagoocga
tcctctacag
getocgtgat

coggcaaaty

coatgasaca
aggtgeaatt
ggeaccetee
ctacttceee
cacctteeoo
gecetcocage
caccaaggatyg
ctgcocagea
ggacaccete
cgaagaccet
gacaaagaao
catgoacoag
cocagoccec
gtacacectg
ggtcaaagge

gaacaactac

caagatcaacc
gcaktgagget

agaktatcggy

i
Dott.ssa Tiziana SAIH\\IJ-TORO (USBM-CPI-072 BM)

cotgtggtteo
gtgcagygeyy
tecaagagea
gaacccgtga
gatgteotge
agcttgggea
gacaagagag
cctgaactee
atgatctecoe
gaggtcaagt
cgggaggage
gactggetga
atcgagaaaa
coccoateea
tteotatacca
aagaccaces
gtggacasaga
ctgcacaacc

coogtttasa

ttoctockgo
ttagetecage
catetggegy
cogtgagetyg
agtoctoagg
cgragaccta
ttgagoocaa
tggggggace
ggaoccctga
teaactggta
agtacaacaqg
atggcaagga
ccatctecaa
gggaggagat
gogacatego
ctoocgtgot
gcaggtggea
sctacaccca

cgggggagga

tggtggoage
cteocaceaag
cagageoygee
gaactcagge
actctactoo
catetgcaac
atcttgtgac
ctecagtottce
ggtcacatge
agtggacgge
cacgtacegg
gtacaagtge
agccaaagge
gaccaagaac
cgtggaghtgy
ggactacgac

goagggcoaac
gaagagccto

Ea

60
120
180
240
300
360
420
480
54¢
600
660
720
780
840
300

950
1020

1080

1132

<223> sequenza nucleotidica della catena pesante dell’anticorpo chimerico murino-umano per TINA

<400> 7
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<210> 8§
<211>470

atgaaacaca
atccagtigy
tgeaaggott
ggaaagggtt
gaagacttca
cagataagoa
ggtagtaget
gackecacca
qgeacagecy
tggaactcag
ggactotact
tacatctgea
agatctigtyg
cccteagtot
gaggtoacat
tacgtggacg
agcaggtace
gagtacaagt
aaagocaaag
atgacc¢aaga
gecatggagt
ctggactccg
cageagggesa

cagaagagae

tgtggttett
tgcagtotyg
ctgggtatac
tgaagtggat
agggacggtt
acctcaaaaa
actggtactt
agggccoaag
ceetgggety
gegeackgac
cectcageag
acgtgaatca
aczaaactoa
toctotteoo
gegbggtggt
gegtyggaggt
gggtggtcag
graaggkbote
gacagoeccyg
agcaggtcag
dggagagcaa
acggcotaoctt
aggtottoto

tetocotgte

catcatygcty
acetgagetg
ctteoacaact
tggetkggata
tgcoktotot
tgaggacacg
cgatgtetgg
agtotteeceo
ccbggteaag
cageggegty
cgtggtgace
caagcccage
cacatgecoa
cccaaaacec
ggacgtgage
geataatgee
cegbeotoace
caacaaagca
ggaaccacag
cctgacetge
tggecageee
cttcoatctac
atgetocgtg

tccocggeaaa

Dott.ssa Tiziana SAN'T}.ORO (USBM-CPI-072 BM)

gtggoagote
aagaagcctg
getggaatge
aacacccact
ttggaaacct
actacgtatt
ggcgeaggga
ctggcacact
gactacttee
cacacetton
gtgeectoca
aacaccaagq
cackgoccag
aaggacaceao
cacgaagaca
aagacaaagc
gtoctgcace
cteocageoo
gtgtacacca
ctyggtcaaag
gagaacaact
agcaagetaa

atgoatgagg

ccagatygggt
gagagacagt
agtgggtgea
ctggagtgee
ctgeeageac
totgtgegag
acgeoggteac
cctecaagag
cegaaceegt
cegetgteet
gcagettggg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatete
ctgaggtcaa
ccocgggagga
aggactgget
coatocgagaa
tgccoocato
gettetatec
acaagaccac
acgtyggacaa

ctotgoacaa

gctgagccag
caggatotoo
aaagatgcaa
aaaatatgca
tgeatattta
ateggggtte
cgteagetea
cacctotgge
gaccgtgage
gecagtcoctca
cacccagaco
agttgagecc
cetgggagyga
coggacccet
gtteaactgg
goagtacaao
gaatggoaag
aageatetoe
cegggaggag
cagegacate
ccetecegty
gagcaggtgg

cecactacaco

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
200
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1410
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

<212=PRT

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza amminoacidica della catena pesante dell’anticorpo chimerico murino-umano per TINAI

<400> 8

157



Met

val

Pro

Thr

Lys

65

Glu

Thr

Tyz

Val

Gly

145

Gly

Val

Lys

Leu

Gly

Thr
50

Trp

Asp

Ala

Phe

Trp

130

Pro

Thr

Thr

His

Ser

Glu

35

Ala

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

val

Leu

Gln

20

Thr

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Ala

val

Ala

Ser
180

Trp

Ile

val

Met

Trp

Gly

85

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu
165

Trp

Phe

Gln

Arg

Gln

Ile

70

Arg

Ile

Ser

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Phe

Leu

Ile

Trp

35

Asn

Phe

Ser

Gly

Ala

135

Lau

Cys

Ser

Leu

val

Ser

Val

Thr

Ala

Asn

Phe

120

val

Ala

Leu

Gly

Leu

Gin

25

Cys

Gln

His

Phe

Leu

105

Gly

Thr

Pro

val

Ala
185

Leu

10

Ser

Lys

Lys

Ser

Ser

a0

Lys

Ser

Val

Ser

Lyg

170

Leu

val

Gly

Ala

Met

Gly

15

Teu

Asn

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Ala

Pro

Ser

Pro

€0

Val

Glu

Glu

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

!

.

H
i
|

Ala Pro Arg

Glu

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

30

Tyr

Lys

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val
190

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ala

95

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Trp

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

Thr

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

{
Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)
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Phe

Val

val

225

Lys

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro

Thr

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Iie

355

Val

Ser

Glu

Pro

val
435

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leau

Trp

val

420

Asp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Asn

val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ser

Sar

215

Asn

His

val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Lats

Asn

Ser

Arg

Dott.ssa Tiziana SAN"I;‘.ORO (USBM-CPI-072 BM)

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
440

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gin

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

val
445

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

270

Val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Tle

400

Thr

Lys

Cys
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Dott.ssa Tiziana SANT?SRO (USBM-CPI-072 BM)

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

450

455

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

465
<210>9
<211>702
<212> DNA
<213> sequenza artificiale
<220>

470

<223> sequenza mucleotidica della catena leggera detl’anticorpo chimerico murino-umano per TINAI

<400>9
atggtgcotgo

gacattgtga
atcacctgca
ggacaatcte
cgcttcaaty
gaagacctgg
gggaccaagao
tecgaagage
cccagagagg
gagagegtga
ctgagcaaay
ctgagctece

<210> 10

<211> 234

<212>PRT

agaccoaggt gttoatctoc ctgotgeotgt

tgacccagte
aggccagtca
ctaaackgot
geagtggata
cagtttatta
tggagectgaa
agaotgaagtc
ccaaggtgea
oegageagga
cegactacga

ceogtoaceaa

teacaaatte
ggatgtgagt
gatttacteg
tgagacggct
ctgtcagoaa
acgggetgtg
cggoaceyges
gtggaaggtg
cageaaggac
gaagoacaay

gagottcaac

atgtccacat
agtgetgtag
goatcotaac
ttecactttca
cattatatta
geecgaccoet
toegtggtgt
gacaacgcce
ageacctaca
gtgtacgect

aggggggagt

qagatetocgg
cagtaggaga
cctggtatea
gotacactgy
acatcageay
ctocgotcaa
cogtgttoat
goctgotgaa
tgeagtcogg
geetgageag
gegaggtgac
gt

cgcatacgao
cagggtcagec
acagaaacca
agtacotgat
tgtgcagget
gttcggtgot
otteoccecee
taacttctac
gaactceocag
cacectgace

ceaccaggye

60
120
1890
240
300
360
420
480
540
600
660

162
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

<213> sequenza artificiale
<220>
<223> sequenza amminoacidica della catena feggera dell’anticorpo chimerico murino-umano per TINA

<400> 10

Mot Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
b3 5 10 i5

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

161



Thr

val

Lys

65

Arg

Ser

ile

Ala

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Val

Thr

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

val

35

Thr

Leu

Thr

Gin

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Asp

vVal

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

val

Ser

Thr

Cys

Agn
230

Val

Trp

55

Ala

Ser

Leu

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

1
f

Dott.ssa Tiziana SANT RO (USBM-CP1-072 BM)

Ser

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Ile

Gln

Tyxr

Thr

val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Thr

Gin

Arg

Ala

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

Hig

Cys

Cys

Lys

Tyr

15

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lan

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Lys

Pro

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Loug

Asn

Ser

Ala

Gly
229

Ala Ser
45

Gly Gln

Gly Vval

Phe Thr

Gln Gln
110

Glu Leu
125

Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp
190

Asp Tyr
205

L.eu Ser

Gln

Ser

Pro

Ile

95

Hisg

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Asp

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro

162
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Dott.ssa Tiziana SANTdf{O (USBM-CPI-072 BM)

<210> 11

<211> 1410

<212> DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica della catena pesante dell’anticorpo umanizzato per TINAI, tipo M
<400 11

atgaaacace tgtggttott cotestgoty gbtggcagote coagatgggt gotgagocag 60
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<210> 12
<211> 470
<212>PRT

gtgcagctgg
tgcaaggeca
ggacagggco
gaggacttca
cagetgagea
ggcagecaget
gcectecaccea
ggcacagecq
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
cccteagteot
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacco
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
geegtggagt
ctggactecyg
cagcagggca

cagaagagco

tgcagtetgg
gcggcetacac
tggaatggat
agggcagagt
geeckgaagte
actggtactt
agggcccaag
cectgggetg
gegecctgac
ccctcageag
acgtgaatca
acaaaactca
tectottece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtcag
gcaaggtcte
gecageeceyg
accaggtcag
gggagagcaa
acggetectt
acgtcttete

totececctgta

cgccgaagtg
ctttaccace
gggctggate
gaccatcage
cgaggacacc
cgacgtgtgg
cgtecttecec
cctggtcaag
cageggegty
cgtggtgacc
caagoecage
cacatgccea
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgec
cgtectcace
caacaaagee
ggaaccacag
cotgacctge
tgygccagece
cttectetac
atgctcegtg

tccoggoaaa

aagaaaccaqg
gecggeatge
aacacccaca
gccgacacea
geccgtgtact
ggccagggea
ctggcaccct
gactacttce
cacaccttec
gtgeccteca
aacaccaagg
ccctgeeccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaage
gtectgeace
ctececeagece
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagetea

atgcatgagg

[

$
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v

gegecagegt
agtgggtgeyg
geggegtgece
gcaccteccac
actgcgccag
cectegtgac
cctccaagag
acgaacccgt
cegetgtect
geagettggyg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cecgggagga
aggactggcet
ccatcgagaa
tgccaoccatce
gecttctatce
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

gaaggtgtca
cecaggctect
caaatacgece
agectacctg
aagecggeotte
cgtcagctea
cacctckgge
gaccgtgage
gcagtectea
cacccagaco
agttgagece
cctgggggga
ccggacccet
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctoc
ccgggaggayg
cagcgacatc
ccetecegty
gageaggtygy

ccactacace

120

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1410
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

i

W

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza amminoacidica della catena pesante dell’anticorpo umanizzato per TINAL, tipo HI
<400> 12

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

165



Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Val

Gly

145

Gly

Val

Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Leu

Gly

Thr

50

Trp

Asp

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Ser

Ala

35

Ala

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
260

Val

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Gln

Lys

Gln

Ile

70

Arg

Leu

Ser

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Leu

val

Trp

55

Asn

val

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

val

Val

Ser

40

Val

Thr

Thr

Ser

Phe

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Gln

25

Cys

Arg

His

Ile

Leu

105

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
265

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

Lys

Ser

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Gly

Ala

Ala

Gly

15

Ala

Ser

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

N
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Ala

Ser

Pro

60

val

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Glu

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro
270

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

Val

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp
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Thr

val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leun

Ser

Ser
465

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Bro

Thr

val

450

Leu

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

val

Ser

Glu

Pro

val

435

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

TZp

val

420

Asp

Hisg

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

Thr

Glu

235

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
455
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Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

Hisg

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asgn

val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

315

val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Giu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

3890

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

i

Vval

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Val

445

Gln

Vval

val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)
J

<210=13

<211> 1410

<212=> DNA

<213> sequenza artificiale

<220

<223> sequenza nucleotidica della catena pesante dell’anticorpo umanizzato per TINAL, tipo H2

<400> 13
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<210= 14
<211= 470

atgaaacaco
gtgecagetgg
tgcaaggcoa
ggacagggea
gaggactics
cagetgagea
dgeagceagot
goctecacea
ggcacagecg
tggeactcag
ggactaotact
tacatotgea
agatettgtg
cacteagtcot
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtaco
gagtacaagt
asagocaaaq
atgaccaags
gacgtggaght
ctyggacteog
cagcaggygca

cagaagagoo

tgtggttott
tgcagtctgg
goggotacaa
tggaatyggat
agggoagagt
gcctgaagte
actggtactt
agggoccaag
acctgggetg
gegeactgaa
aactoagead
acgtygaatea
acaaaactoa
tocctottcoe
gegtggtggt
gegtggaggt
gggtggteoag
geaaggtota
gacagecoog
accaggtcag
gggagagcasa
acggctcott
acgteottote

totcoctgto

cotcotgeotg
cgecgaagkg
ctttaccaco
gggctggate
gaccakbcage
cgaggacacc
cgacgtgtgg
cgtetteceeo
actggtcaag
cageggegty
cgtgatgaco
casgoocage
cacatgcccoa
cocaaaacec
ggacgtgage
gaataatgoo
cgtcotoace
cageaangee
ggascoacag
cctgacctge
tggceagoac
cticotetac
atgctcocgtg

toccggoaaa

1

.
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|

gtggcagotao
aagaaaccag
gocggoeatge
adcacccaca
ctggacacca
googbgtact
ggecagggea
ctggoaccct
gactacttec
cacacettee
gtgeoatoca
aacaccaagy
ccckgoccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaago
gtootgeace
cteecagece
gtgtacacco
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagotca

atgcatgagg

acagatgggt
gaogoecagegt
agtgggtgeg
gocggegtgoco
geacctecac
actgcgeoag
cootcgtgac
cctocaagay
cagaaccegt
cegetgbect
geagetiggg
tggacaagag
cacctgaact
toatgateota
ctgaggtcaa
ccegggagga
aggactgget
ccatogagaa
tgcceocate
gettotatec
acaagaccaa
ccgtggacaa

ctatgcoacaa

t

getgagecag
gaaggtgtce
cecaggctoct
caaatacgoc
cgcetacctg
aagcggotta
cgtcagcetca
cacetetggo
gacegtgage
geagtectea
cacccagace
agttgagcoc
cctgggggga
acggacccot
gttcaactgy
geagtacana
guatggeaag
saccatcteo
ccgggaggag
cagcgacatc
acctaocegtg
gageeggtygy

ceactacace

60
120
80
240
360
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1209
1260
1320
1380

1410
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Dott.ssa Tiziana SA IfTORO (USBM-CPI-072 BM)

§

<212>PRT

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza amminocacidica della catena pesante dell’anticorpo umanizzato per TINAL1, tipo H2

<400> 14

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

170



Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Val

Gly

145

Gly

Val

Phe

val

Val

225

Lys

Leu

Leu

Gly

Thx

50

Trp

Asp

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Ser

Ala

35

Ala

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

val

Hie

Cys

Gly

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
260

Val

val

Met

Trp

Gly

85

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Gln

Lys

Gln

Ile

70

Arg

Leu

Ser

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gin

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Leu

Val

Trp

Asn

val

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

val

Dott.ssa Tiziana S J,Iz]TORO (USBM-CPI-072 BM)

val

Ser

40

Val

Thr

Thr

Ser

Phe

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Gln

Cys

Arg

Bis

Ile

Leu

1086

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
265

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

Lys

Ser

val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Fha

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

Ser

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Rsp

235

Pro

Pro

Ala

Sar

Pro

60

Val

Asp

Glu

Tyr

Ser

1490

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Glu

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro
270

Lys

Thr

Gly

Tyx

Thr

95

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

i75

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

Val

Asp

iys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

171



Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gin

370

val

Val

Pro

Thr

val

450

Leu

Met

275

Hisg

Val

Tyr

Gly

Ile

355

val

Ser

Glu

Pro

val

435

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Aan

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

3190

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
455
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Pro

280

val

Thr

val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gin

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

330

val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Gilu

Phe

Gly

Tyrxr

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Val

285

Tyr

Glu

Hig

Lys

Gln

365

Met

Pro

Asn

Leu

Vval

445

Gln

val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu

172
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<210> 15

<211> 1410

<212> DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica delia catena pesante dell’anticorpo umanizzato per TINAI, tipo H3
<400> 15
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<210> 16
<211> 470

atgaaacacc
atcocagctgg
tgcaaggcaa
ggcaagggoa
gaggacttca
cagctgagea
ggcagcaget
gectocacos
ggcacageog
tggaacteag
ggactotact
tacatotgea
aaatcttgtg
coctoagtot
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacagtaco
gagtacaagt
aaagecaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactcocy
cageagggos

cagaagagoo

tgtggttott
tgcagtotgy
geggotacac
tggaatggat
agggcagagt
gectgaagto
actggtactt
agggoccaag
coctgggetg
gegecotgac
occtoageag
acgtgaatca
acaaaactca
tectettecao
gegtggtggt
gegtggaggt
gggtggtcoag
geaaggteta
gocagecaeg
accaggtcag
gggagagcaa
acggotoott
acgtottokto

totcootgto

ccteoatgety
egecgaagtg
ctttaccace
gggctggato
gaccttcage
cgaggacacc
cgacgtgtgg
cgtottocoeo
cotggtcaay
cageggegtyg
cgtggtgace
cazgoooage
cacatgccea
gcosasacoo
ggacgtgagae
gostaatgoc
cgkcoteaco
caacaaagce
ggaaccacag
cotgacctge
tggecageao
cttoctotac
atgetocgtyg

tcoceggcasa

5
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gtggeagete
aagaaacccy
gocggeatge
aacacccaca
ctggacacca
gacgtgtact
ggecagggea
ctyggcacoct
gactacttcoe
cacaccttee
gtgecetcea
aacacoaagg
cootgaccag
azaggacacac
cacgaagace
sagacaaayc
gtectgeace
ctocccageee
gtgtacaccc
ctggteaaag
gagaacaact
agcaagetea

atgeatgagg

ccagatgggt
gcgagagegt
agtgggtgea
gcggegtgaoco
gcacctecag
actgegccag
cectogtgaan
cctccaagag
coegaaccegt
ccgetgtoet
geagottggyg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatoto
ctgaggtena
cecgggagga
aggactgget
crategagaa
tgococoata
gctetctatoo
acaagaccas
cagtygacaa

ctotgcacaa

gectgagocag
gaaggtgtec
geagatgeat
caaataogce
cgectacety
aagoggotte
cgtoagetea
cacctetgge
gaccgtgagce
geagteetea
cacccagaco
agttgagecce
cctgggagga
caggacecct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaayg
aaccatotoo
cecgggaggag
cagegacato
ccetacogty
gagcaggtgg

ccactacace

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
120

788

900

960
1920
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1410
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

<212>PRT

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza amminoacidica della catena pesante dell’anticorpo umanizzato per TINAI, tipo H3
<400> 16

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

175



Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

val

Gly

145

Gly

Val

Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Lau

Gly

Thr
50

Trp

Asp

Ala

Tyr

Tep

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Ser

Glu

35

Ala

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

1585

Val

His

Cys

Gly

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

val

Met

Trp

Gly

85

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Fro

Gln

Lys

Gin

Ile

70

Arg

Lau

Ser

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Leu

Val

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Val

/
\,
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val

Ser

40

val

Thr

Thr

Ser

Phe

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Gln

25

Cys

Gln

His

Phe

Leu

105

Gly

The

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

90

Lys

Ser

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Gly

Ata

Met

Gly

Leu

Ser

Ser

Sar

Ser

155

Asp

Thr

Tyxr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Ala

Ser

Pro

Val

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Glu

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

Trp

125

Ala

Sar

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

30

Tyr

Lys

Lys

Ser

Thr

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

val

Ala

Pro

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Phe

Thr

Sar

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

val

hsp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

176



Thr

Val

Val

305

Ser

Lau

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

val

val

Pro

Thr

Val

450

Leu

Meat

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

val

Ser

Glu

Pro

val

435

Met

Ser

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

420

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

319

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

aAsp

Ser

Ala

Lys
470

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
455

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)
i

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

His

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asn

val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Met

Pro

Agn

Leu

Val

445

Gln

270

Val

val

Gin

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Val Asp

Asp Gly

Tyr Asn
320

Asp Trp
335

Leu Pro

Arg Glu

Lys Asn

Asp Ile

400

Lys Thr

415

Ser Lys

Ser Cys

Ser Leu

177



10

<210> 17

<211> 702

<212> DNA

<213> sequenza artificiale
<220

<223> sequenza nucleotidica della catena leggera dell’anticorpo umanizzato per TINALI, tipo Lt

<400> 17
atggtgetge
gacatccaga
atcacatgea
ggcaaggaoe
agatttboty
gaggaatteg
ggeacaaaqe
tcegacgage
ceoagagagy
gagagegtga
ctgagcaaag
actgagetece

<210> 18

<211> 234

<212>PRT

<213> sequenza artificiale

<220>

agacccaggt gttcaktctec
tgacccagag ccctageage
aggecagaca ggacgtghog
acaagetget gabtcetacage
geageggote oggeaccgac
cogtgbacta otgecoageay
tggaaatcan gecgtacggtg
agetgaagte cggeaccgee
coaaggtgea gtggaaggte
ccgagceagga cagcaaggac
ccgactacga gaageacasqg

aogtoacoaa gagetteass

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

ctgetgetgt ggatotccgg
ctgagcgeca gogtgggega
acagacgtgy cctggtatca
gucagotace ggtacacegg
tteacoctga caatcageag
cactacateca ceooocotgac
gocgoeceak acecgegttcet
teogtggtgt geoebgobgas
gacaacgece tgcagtcogy
agcacctaca goochgagoag
gtgtacgect gogaggtgac

aggggggagt gt

cgagtacgga
cagagtgace
gcagaagcct
cgtygcacage
cctgeagens
ctttggecag
cttcoeoceocac
taacttotac
gaactocoag
cageetgace

ccaccaggge

60
120
180
240
300
360
420
480
549
600

102

<223> sequenza amminocacidica della catena leggera dell’anticorpo umanizzato per TINAI, tipo L1

178



<400> 18

Mat

Gly

Ala

Val

Lys

65

Rrg

Ser

Val

Ala

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Leu

Leu

Tyr

Val

35

Thx

Leu

Ser

Gln

Gln

Gly

20

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

Thr

Asp

BAsp

val

Tyr

Ser

85

Glu

Gln

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Agp

Vval

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe

Mat

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ile

Thr

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

Ser

1¢

Gln

Thr

Gin

Arg

Asp

20

Tyr

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Leu

Pro

Lys

Pro

Thr

Thr

Cys

/
Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Trp

Ser

30

Ser

Lys

val

Thr

Gln

Ile

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

His

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

80

Ser

Tyxr

179



Ile Thr Pro
115

Thr Val Ala
130

Leu Lys Ser
145

Pro Arg Glu

Gly Asn Ser
Tyr Ser Leu
195
His Lys Val
210

Val Thr Lys
225

<210> 19

<211>702

<212> DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Phe

Ser

Ala

150

val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Dott.ssa Tiziana SJ}S;NTORO (USBM-CPI-072 BM)

Gln

120

Phe

val

Trp

Thr

Thr

200

val

Gly

105

Gly

Ile

val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu Glu
125

Pro Ser
140

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp

205

Gly Leu
220

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

<223> sequenza nucleotidica della catena leggera dell’anticorpo umanizzato per TINAI, tipo L2

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro

180



10

<400>19

<210> 20
<211>234
<212>PRT

atggtgctge
gacatcgtga
atcacatgea
ggoaaggooc
agattttotg
gaggacticg
ggcaccaaga
tccgacgage
cocagagaqgqg
gagagagtga
ctgagcaaag

ctgagetace

<213> sequenza artificiale

<220>

agacecaggt
tgacccagag
aggcoageca
acaagetget
geagoggetke
cegtgtacta
tggaaatcaa
agetgaagte
cocaaggtgca
cogagoeagaa
cegactacga

cogtcaccaa

gttcatckec
cectagecage
ggacgtgton
gatctacage
cggoacogac
ctgoocageag
gogtacggtyg
aggoaccgaec

gtggaaggtyg

cagoaaggac
gaagoacaay

gagottcaac

ctgoctgetgt ggatctoegy
ctgagegeca gegbgggoga
acagocgtgg cotggtatca
gccagetace ggtacaccgg
ttcaccectga caatcageag
cactacatca ccececcctgac
gocgoccect cegtgttcat
toocgtggbgt gooctgotgaa
gacaacgcoc tgoagtocgyg
agcacotaca geotgadgcag
gtgtacgect gogaggtgac

agggyagagt gt

cgegtacgge
cagagtgacc
goagaageat
cgtgeceago
cctgoageae
cttbtggeecaqy
cttceaccae
taacttctac

gaactcccag

cacectgaco

ccaccaggge

60
128
i8¢
240
300
360
420
480

540
600

660

702

<223> sequenza amminoacidica della catena leggera dell’anticorpo umanizzato per TINAL, tipo L2

<400> 20

181



Met

Gly

Ala

Val

Lys

65

Arg

Ser

Ile

Thr

Leu

145

Pro

Gly

val

Ala

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

130

Lys

Arg

Asn

Leu

Tyr

Val

35

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Gln

Gly

20

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

Thr Gln

Asp Ile

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
70

Ser Gly
85

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
150

Lys Val
165

Glu Ser

Val

Val

val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Phe

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Phe

Val

Trp

Thr

Ile

Thr

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

Ser

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Leu

Pro

Lys

Pro

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

[

{

| “3:

|
Dott.ssa Tiziana SANI\“‘ORO (USBM-CPI-072 BM)

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Trp

Ser

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

Ile

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

His

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

80

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

182
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

18¢ 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 2290

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225 230
<210> 21
<211> 702
<212>DNA
<213> sequenza artificiale
<220>

<223> sequenza nucleotidica della catena leggera defl’anticorpo umanizzato per TINAI, tipo L3

<400> 21

183



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

atggtagctge
gacateagtga
atcacatgeca
ggcaageago
agattttetg
gaggacttcg
ggcaccaage
tcagacgage
cccoagagagyg
gagagcgtga
ctgagcaaayg

ctgagatese

<213> sequenza artificiale

<220>

agacccaggt
tgacccagag
aggecageca
ceaagotget
gecageggetce
cogtghacta
tggaaatcaa
agctgaagto
ceaaggbgaa
ccgageagga
cegactacga

cogtoaccas

gttcatckoe
ceectagoaga
ggacgigtoe
gatctacage
cggcaccgac
ctgcoageag
gcgtacggty
cggaaccgoa
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaggacaag

gagottoaac

Dott.ssa Tiziana SANT

ctgetgetgt ggatotcegg
ctgagcgeca gegtgogoega
acagoeegtgy cctggtatea
gccagetace ggtacacegg
ttcacactga caatcageag
cactacateca ccccectgac
gaocgocccot ccghgttost
tocgtggtgt gecktgotgaa
gacaacgcec tgeagteegg
agcacctaca gogtgageag
gbtgtacgcet gegaggtgac

aggggggagt gt

‘
Q

cgagtacgge
cagagtgace
geagaageec
cgtgccoage
cebtgeoageee
ctttggeeag
cttoooccoo
taacttctac
gaaotoccag
cagoctgage

ceaccagyye

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

702

<223> sequenza amminoacidica della catena leggera dell’ anticorpo umanizzato per TINAI, tipo L3

<400> 22

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

1

5

10

15

ORO (USBM-CPI-072 BM)

184



Gly

Ala

Val

Lys

65

Arg

Ser

Ile

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

val
225

Ala

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Tyr

Val

35

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

val

Lys

Gly

20

Gly

Ala

Ile

GlLy

Pro

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Val

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Phe

val

Trp

Thy

Thr

200

val

Gly

Thr

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

val

105

Gly

Ile

val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Sar

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyx

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gin

Pro

Lys

Pro

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Lau

Ser

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Ile

95

His

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro

185



10

15

20

<210> 23

<211>5

<212>PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

<210 24

<2H> 17
<212>PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

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

1
Gly
<210> 25
<211> 12
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

<210> 26
<211>11
<212>PRT

<213> Mus musculus

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

1

5

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

Thr Ala Gly Met Gln
1 5

10

5

10

e

15

186



10

15

<400> 26

<210>27

<211=>7

<212>PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

<210> 28

<211>9

<212>PRT

<213> Mus musculus
<400> 28

<210>29

<211> 1410

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 29

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala val Ala
1 5 10

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr
1 5

Gln Gln His Tyr Ile Thr Pro Leu Thr
1 5

187



<210> 30
<211> 470

atgaaacacc
gtgeagotyge
tgceaggcca
ggccagggeoc
gacgacttca
cagatcaqoa
ggcagcagcet
goctacacoa
ggcacagacg
tggaactcag
ggactataat
tacatotges
naatcttgtg
cectocagtet
gaggtcacat
tacgtggacyg
agecacgtace
gagtacaagt
aaagecaaaqg
atgaccaaga
gocgtggagt
ctggactceg
cagcagggea

cagaagagao

tgtggttott
agcagagegy
gcggetacac
tgaagtggat
agggccggtt
gectgaagyao
actggtactt
agggocoaag
coctgggotyg
gegeactgac
acctoagoag
acgtgaatea
acaeaactca
teckotteco
gegtggtggt
gegtggaggt
gogtggteayg
geaaggteto
gocageocag
accaggtcag
gggagagcaa
acggotactt
acgtcttete

taotccotgtao

catcatycty
cagegageby
cttoaccaac
gggotggatc
cgocttoage
cgacgatace
cgacgtgtgg
cgtcttcooo
cotggtcaag
cageggegty
cgtggtygace
caagococage
cacatgeccea
cccaaaacca
ggacgtgagce
gcataatgeo
cgtactoaae
caacwaagec
ggaacceacag
cckgacckge
tggcecagoce
cttectotac
atgeteogtyg

toccggoaaa

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

gtggcageto
aagaagectyg
tacggeatga
aacacctaca
ctggacacca
gocgtgtact

ggccagggca
ctggcaccet
gactaottoo
cacaccettoo
gtgacaotcoa
aacaccaagg
cccetgoccag
aaggacacece
cacgaagacc
aagacaaago
gtectgeace
ctaeccagece
gtgtacacec
ctggteaaag
gagaacaack
ageaagectea

atgeatgagyg

ccagatgggt
gegoecagegt
actgggtgaa
coggegagec
gegtgageac
tctgcgocag
gecotggtgac
cotocaagag
cagaacecgt
cegetgheet
gcagottggg
tggacaagag
cacctgaact
toatgatcte
ctgaggtcaa
ccagggagga
aggactgget
ceategagasa
tgceoececatco
gotkectatae
acaagaccac

cegtggacaa

atetgeacaa

i

getgagocag
caaggtgtee
geaggaoeea
cacctacace
cgectacctg
aggecggotte
cgtgagotaa
cacataetgge
gacogtygago
geagtectca
cacccagaca
agttgagcca
cetgggagga
ceggaceect
gttcaactgg
gcagtacaao
gaatggeaag
agccatcteo
ccgggaggag
cagcegacake
coctooegtyg
gageaggtgg

coactacaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1260
1260
132¢
1388

1410

188
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

<212>PRT
<213> Homo sapiens
<400> 30

189



Mat

val

Pro

Thr

Lys

65

Asp

Thr

Tyr

Val

Gly

145

Gly

Val

Phe

vzl

Val

225

Lys

Lys

Leu

Gly

Asn

50

Trp

Asp

Ala

Phe

Trp

1390

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

His

Ser

Ala

Tyxr

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

val

Ala

195

Val

His

Cys

Leu

Gln

20

Saer

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

180

val

BPro

Lys

Asp

Trp

val

val

Met

Trp

Gly

85

Gln

Axg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
245

Phe

Gln

Lys

Asn

Ile

70

Arg

Ile

Gly

Ser

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Phe

Leu

Val

Trp

Asn

Phe

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

Leu

Gln

Ser

40

Val

Thr

Ala

Ser

Pha

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Leu

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

Leu

195

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

Ser

Lys

Sear

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

val

Pro
250

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala

Sar

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Ala

Ser

Ser

Pro

60

Glu

Asp

Asp

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

leu

205

Tyr

Arg

Pro

Pro

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

Thr

110

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

19¢

Ser

Ile

Val

Ala

Arg

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

val

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro
255

Trp

Lys

Phe

Leu

Thr

80

Ser

val

Asp

Lya

Gly

160

Pro

Thr

val

Asn

Pro

240

Glu
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Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

Leu

Leu

Ser

230

Glu

Thr

Asn

Pro

Gin

370

Val

Val

Pro

Thr

val

450

Leu

Gly

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Val

435

Met

Ser

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

420

Asp

His

Pro

Pro

Ser

Asp

Asn

val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

350

Ser

Asp

Sar

Ala

Lys
470

Val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Agn

Ser

Arg

Leu
455
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Phe

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

val

Gly

Asp

Trp

440

His

Leu

265

GLu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gin

His

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

3890

TYr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

!

]

Lys
Val
285
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
365
Met
Pro
Asn
Leu
val

445

Gln

Pro

270

Val

Val

Gin

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

iys

415

Ser

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thx

Lys

Cys

Leu

TORO (USBM-CPI-072 BM)
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<210> 31
<211>702
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400 31

<210> 32
<211>234
<212>PRT

atggtgetgo
gatatacage
atcacatgoea
ggcaaggece
agattcageg
gaggacttcg
ggcaccaagy
teccgacgage
coeagagagy
gagagogtga
ctgagcaaag

ctgagctoceo

«213> Homo sapiens

<400> 32

agacecaggt
tgacccagay
aggecageca
ccaagetgot
goageggete
ccgtgtacta
tggaaatcaa
agctgaagto
ccaaggtgeoa
ecgageagga
gegactacga

cogtcaccaa

gttoatotoo
coeccageage
ggacgtgtes
gatatacage
cggeacegac
ctgcoagcag
gagtaoggtyg
aggeacegee
gtggaaggtg
cageaaggac
gaagcacaag

gagcttcaac

{

I

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPL-072 BM)

ctgotgetgt
ctgagegeca
attgacgtgg
gooagotaac
tteacectga
cactacatca
gacgeacoat
tecgtggtgt
gacaacgcec
agracctaca
gtgtacgect

aggggggagt

ggatotoagg
gogtgggega
cctgqtatea
ggtacaccgyg
coateageay
cacoactgac
cegtgtteat
goctgetgaa
tgoagteccgg
goetgageag
gegaggtgac
at

cgagtacgge
cagagtgtcc
gcagaageoe
cgtgaccgac
catgeagece
cttcggageo
ctteccoeqa
taacttotac
gaactogoag
caceetgace

¢eascagage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

702
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Met

Gly

Ala

Val

Lys

65

Arg

Ser

Ile

Val

Ala

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Leun

Thr

Leu

Tyr

val

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro
115

Gln

Gly

20

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

160

Leu

Thr

Asp

Asp

val

TYyr

Ser

Glu

Thr

Gln

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Val

Gln

Val

Trp

55

Ala

Ser

Phe

Gly
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Phe

Leu

Ser

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
1290

Ile

The

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

val

105

Gly

Ser

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

30

Tyr

Thr

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Lys

Leu

Pro

Lys

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
125

Trp

Ser

Ser

Lys

val

Thr

Gln

110

Ile

Ile

i5

Lieu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

His

Lys

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg
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val

130

Lys

Arg

Agn

Ser

Lys

210

Thr

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco mG2aVR2

Thr
Leu
145
Pro
Gly
Tyr
His
Val
225

<210> 33

<2i1> 30

<212= DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<400> 33

agagttccag ptcaapgtca ctggeteage 30

<210> 34

<21i> 30
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Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

2060

Val

Gly

Ile

Val

Lys

Gla

185

Leu

Thr

Glu

FPhe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Ser

Agn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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<212> DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco mKVR2
<400> 34

agtccaactg ticaggacge catttigteg 30

<210> 35

<211>30

<212> DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica defl’innesco 3.3-F1
<400> 35

tataccgtcg acctetaget agagetigge 30

<210=> 36

<211>30

<212> DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco 3.3-R1
<400> 36

geotatggeag geectgeege cecgacgtig 30

<210> 37

<211>47

<212>DNA

{
|

=1 ]
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<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco TINA1H-F
<400> 37

ceagatgggt getgagecag atceagiigg tgeagtetgg acctgag 47
<210> 38

<211> 48

<212>DNA

<213> gequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco TINATH-R
<400> 38

cliggtogag gotgagetga cggtgacege ggtecctgeg ceocagac 48
<210>39

<211>48

<212>DNA

<213> sequenza artificiale

220>

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco TINAILL-F
<400> 39

atcteeggeg cgtacggoga catigigatg acccagictc acaaatic 48
<210> 40

<211>45

<212>DNA

<213> sequenza artificiale

A

el

Dott,ssa Tiziana SA}‘LTORO (USBM-CPI-072 BM)
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<220>

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco TINAIL-R
<400> 40

geagggepgeg gecacageee gittcagele cagettgeie ceage 45
<210> 41

<211=>22

<212>DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco EG-Inf-F
<400> 41

agetcccaga tggptgelga ge 22

<210> 42

<211>22

<212>DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica del¥ innesco EG1-Inf-R
<400> 42

gggecetigg tpgaggotga ge 22

<210>43

<211>24

<212> DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

{
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<223> sequenza micleotidica dell’innesco CM-1KF
<400> 43

ctgtggatct ceggegegta cgge 24

<210> 44

<211>21

<212>DNA

<213> sequenza artificiale

<220>

<223> sequenza nucleotidica dell’innesco KCL-Inf-R

<400> 44
ggagggeggeg goecaccgtac g 21

I3
h
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198



10

15

20

f

Dott.ssa Tiziana SA ’ TORO (USBM-CPI-072 BM)

RIVENDICAZIONI

I Un coniugato anticorpe-farmaco in cui un composto antitumorale rappresentato dalla seguente formula:

Me

¢ coniugato ad un anticorpo anti-TROP2 mediante un legame tioetere che si forma ad un gruppo funzionale per un legame
disolfuro presente in una parte cerniera dell’anticorpo anti-TROP? attraverso un gruppe di collegamento avente una
struttura rappresentata dalla seguente formula:

-L-L2-LP-NH-(CH)n!-L2-(CH2)n>-C{(=0)-

in cui I"anticorpo anti-TROP2 ¢ connesso al ferminale di L}, il composto antitumorale & connesso al gruppo carbonile del
gruppo funzionale -(CHzn?-C(=0)- con l'atomo di azoto del gruppo ammino in posizione 1 come posizione di
connessiong,

in cui

1! rappresenta un numero intero da 0 a 6,

n’ rappresenta un numero intero da 0 a 5,

L! rappresenta -(succinimid-3-i1-N)-(CH2)r?-C(=0)-,

in cui n? rappresenta un numero intero da 2 ad §,

L? rappresenta -NH-(CH2CH:-O)n*-CH>CH,-C{=0)- od un legame singolo,

in cui n* rappresenta un numero intero da 1 a 6,

LF rappresenta un residuo tetrapeptidico di -GGFG-,

L* rappresenta -O- od un legame singolo, ¢

-(suceinimid-3-i1-N)- ha una struttura rappresentata dalla seguente formula;
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N—

O
che ¢ connessa all’anticorpo anti-TROP2 nella sua posizione 3 ed ¢ connessa ad un gruppo metilene nella struttura di
collegamento contenente questa struttura sull’atomo di azoto in posizione 1,
in cui Panticorpo anti-TROP2 comprende CDRI1 composta dalla sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 23,
CDRH2 composta dalla sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 24 ¢ CDRH3 composta dalla sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 25 nella sua regione variabile della catena pesante e CDRL1 composta dalla sequenza
amminoacidica della SEQ ID NO: 26, CDRL?2 composta dalfa sequenza amminoacidica della SEQ ID NO: 27 ¢ CDRL3
composta dalla sequenza amminoacidica delta SEQ ID NO: 28 nella sua regione variabile della catena leggera.
2, Coniugato anticorpo-farinaco secondo la rivendicazione 1, in cui il gruppo funzionale strutturale di collegamento
del farmaco avente un farmaco connesso ad -L'-L2-LP-NH-(CH2)n!-L*-(CH2)n?-C(=0)- & una struttura di collegamento
del farmaco scelta dal seguente gruppo: -(succinimid-3-il-N)-CH>CH,-C(=0)-G GFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
~(succinimid-3-il-N)-CHCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>CH>-C(=0)-(NH-DX),
-(succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH;CHCH»-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-C(=0)-(NH-DX),
-(succinimid-3-il-N}-CHCH,CH2CHCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH;CH;-C(=0)-(NH-DX),
~(succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH,CH,CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
~(succinimid-3-il-N)-CHCH>CH;CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
-(succinimid-3-il-N)-CH2CH, CH,CH2CH3-C(=0)- GGFG-NH-CH>CH,-0-CH;-C(=0)-(NH-DX),
~(succinimid-3-il-N)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH;CH,-0-CHyCH,-0-CH2CHp-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH;-C(=0)-(NH-
DX),
~(succinimid-3-il-N)-CH>CH»-C(=0)-NH-CH;CH3-O-CH,CH,-0-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CIHLCH,CH,-C(=0)-
(NH-DX),
~(succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-0-CH>CHa-O-CHCH,-O-CH;CH,-0-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-
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CHyCH,-C(=0)-(NH-DX), e
«(succinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH>CH»-0-CH,CH;-0-CH,CH,-O-CH; CHy-O-CHCHR-C(=0)-GGFG-NH-
CH,CH;CH»-C(=0)-(NH-DX);
in cui ~(succinimid-3-il-N)- ha una strutiura rappresentata dalla seguente formula;
0

N_

O

che & connessa all’anticorpo anti-TROP?2 nella sua posizione 3 ed ¢ connessa ad un gruppo metilene neila struttura di
collegamento contenente guesta strutfura sull’atomo di azoto in posizione 1,

-{NH-DX) rappresenia un gruppo rappresentato dalla seguente formula:

H
N

in cui I'atomo di azoto del gruppo anunino in posizione 1 & una posizione di connessione, e

-GGFG- rappresenta un residuo tetrapeptidico di -Gly-Gly-Phe-Gly-.

3. Coniugato anticorpo-farmaco secondo la rivendicazione 2, in cut il gruppo funzionale strutturate di collegamento
del farmaco ¢ una struttura di collegamento del farmaco scelta dal seguente pruppo: -(succinimid-3-il-N)-
CH,CH,CH,CH;CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
~(suceinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CHCH,-C{=0)-GGFG-NH-CH;CH;-0O-CH,-C(=0)-(NH-DX), e
-{succinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CHCH;-O-CH:CH,-O-CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH;-C{=0)-
(NH-DX).
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4, Coniugato anticorpo-farmaco secondo fa rivendicazione 3, in cui il gruppo funzionale strutturale di collegamento
del farmaco &: -(succinimid-3-il-N)-CH2CH>CH:CH2CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH;-0-CH;-C(=0)-(NH-DX).

3. Contugato anticorpo-farmaco secondo la rivendicazione 3, in cui il gruppo funzionale strutturale di collegamento
del farmaco &; -(succinimid-3-il-N)-CH2CH,CH,CHLCH-C(=0)-GGFG-NH-CHCHy-O-CHa-C(=0)-(NH-DX).

6. Coniugato anticorpo-farinaco secondo la rivendicazione 3, in cui il gruppo funzionale strutturale di collegamento
del farmaco & -(succinimid-3-il-N)-CH2CH;-C(=0)-NH-CHCH;-O-CH,CH;-O-CH,CHy -C(=0)-GGFG-NH-
CH>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX).

7. Coningato anticorpo-farmaco secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 6, in cui Panticorpo anti-TROP2
comprende una catena pesante ed una catena leggera scelte nel gruppo;

una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
ID NO: 12 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminocacidica delle posizioni da 21 a
129 della SEQ ID NO: 18,

una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
ID NO: 14 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a
129 della SEQ ID NO: 18,

una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
ID NO: 14 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a
129 delta SEQ 1D NO: 20, ed

una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 140 della SEQ
1D NO: 16 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a
129 della SEQ ID NO: 22,

8. Coniugato anticorpo-farmaco secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 6, in cui I'anticorpo anti-TROP2
comprende una catena pesante ed una catena leggera scelte nel gruppo;

una catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 della SEQ ID NO: 12 ed una

catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 della SEQ ID NO: 18, una caiena
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pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 della SEQ ID NO: 14 ed una catena leggera
composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 della SEQ 1D NQ: 18, una catena pesante composta
dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 della SEQ 1D NO: 14 ed una catena leggera composta dalla
sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 della SEQ ID NO: 20, ed

una catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 della SEQ ID NO: 16 ed una
catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 21 a 234 delta SEQ 1D NQ: 22,

9. Coniugato anticorpo-farmaco secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 6, in cui 'anticorpo anti-TROP2
comprende una regione variabile della catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a
140 defla SEQ ID NO: 12 ed una regione variabile della catena leggera composta dalla sequenza amminoacidica delle
posizioni da 2] a 129 della SEQ ID NO: 18.

10, Coniugato anticorpo-farmaco secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 6, in cui I'anticorpo anti-TROP2
comprende una catena pesante composta dalla sequenza amminoacidica delle posizioni da 20 a 470 della SEQ ID NO: 12
ed una catena leggera composta dalla sequenza anuninoacidica delle posizioni da 21 a 234 della SEQ ID NO: 18.

11. Coniugato anticerpo-farmaco secondo la rivendicazione 8, in cui "anticorpo anti-TROP2 manca di un residuo
di lisina all’estremita carbossiterminale della catena pesante.

12, Coniugato anticorpo-farmaco secondo la rivendicazione 10, in cui I’anticorpo anti-TROP2 manca di un residuo
di lisina all’estremita carbossiterminale della catena pesante.

13. Contugato anticorpo-farmaco secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 12, in ¢ui un numere medio di
unita della struttura di collegamento del farmaco scelta coniugate per anticorpo & in un intervalio da 2 ad 8.

14, Coniugato anticorpo-farmaco secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da ! a 12, in cui un numero medio di
unitd della struttura di collegamento del farmaco scelta coniugate per anticorpo & in un intervallo da 3 ad 8.

i5. Un farmaco contenente il coniugato anticorpo-farmace secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 14, un
suo sale, od un suo idrato.

16, Un farmaco antitumorale e/o un farmaco anticancro contenenti il coniugato anticorpo-farmaco secondo una

qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 14, un loro sale, od un loro idrato.
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17. Farmaco antitumorale ¢/o farmaco anticancro secondo la rivendicazione 16, per I'uso in un metodo di trattamento
del cancro del polmone, del cancro del rene, del cancro dell’urotelio, del cancro del colon-retto, del cancro della prostata,
del glioblastoma multiforme, del cancro dell’ovaio, del cancro del pancreas, del cancro della mammella, del melanoma,
del cancro del fegato, del cancro della vescica, del cancro dello stomaco, del carcinoma del collo dell’utero, del cancro
della testa e del collo, o del cancro dell’esofago.

18. Una composizione farmaceutica comprendente il coniugato anticorpo-farmaco secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni da | a 14, un suo sale, od un suo idrato come principio attivo, ed un componente della formulazione
farmaceuticamente accettabile.

19. Composizione farmaceutica secondo la rivendicazione 18, per I'uso in un metodo di trattamento del cancro del
polmone, del cancro del rene, del cancro dell’urotelio, del cancro del colon-retto, del cancro della prostata, del
glioblastoma multiforme, del cancro dell’ovaio, del cancro del pancreas, del cancro della mammella, del melanoma, del
cancro del fegato, del cancro della vescica, del cancro dello stomaco, del carcinoma del collo dell’utero, del cancro della

testa e del collo, o del cancro dell’esofago.

I1 sottoscritto dichjara che la presente

S sl 5

traduzione ¢ cqnforme al testo originale.
| | ,

~\

%

$
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FIGURA 1

Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

TAVOLATI

SEQ ID NO: 7: sequenza nucleotidica della catena pesante dell’anticorpo per cTINA1

atganseacclglygbictteatcetyotygtyggeaget eceagatgggtyotgagecagatecay
tiggtycaghetgyacelgayetgeagasquetggagagacagt caggateleat geaiggoet Lot
gygqtataccelteacaactgolggaatqeagltgggigearaagatgoecaggaraggt thgaagtgg
atbggebggatazacacecactelgqagbgecasaatatyeagasgaet teaaggyacggt b tgee
ttetetttqgaascetetgenageactgatatbtacagat aageaacctoasdastgaggacaay
actacgtatitetytyagagatcggguirogotaglagetactggiact Logatgralggygpegea
qqqaccqegeleacogieagel tagect conceaaggueeeaagegtet Leeccciggeassotee
tecaagageaceletggeqyeacagecgoecetgggotgectggieaagoactanticocegaacee
grgaceqgtagagotggdscteagyegeectgaccageggogtgoacancttecoegetgioctgeag
tecteagqactctactcoct cageageqteglgacoglycactecaqraget tgggracooagace
tacatotygcascgrgastcacaagoccageaacaceaagygtggacaagagagtigageccaaat ot
tgtgac tgeceaqracctgaacteckyggggoancecteagtetee
ctolbeceeceaqaacocaaggreaceetcalgat ctooaggacocet gaggt cacat gugiggty
gtggacqtgagecacgaagaccetygaggteaagtteaactggtacgtggacgyegbggaggtgeat
Aatqeeaagqacaangeoecgggaygaquaglacaicageacygtacaggatggleagoglactcaas
grectgeaceaggactggetgaatggcaadgagtacaagigoaaggletecaacaadgeactecca
goecroategagariaccalelccaaagecaanggoaagoceeggasceacagalgl acacoety
cececatecceggyagangatgacesagqasccagylteaygectgacetygectggieaaagqetictat
coeagrgacategoogtgnagh gegagageaat ggocageccgagascasctacaagaceacccct
coeagtgelggactengacqgelcatictbecletacageaagetcaceg bgyacaagagoagat gg
cageagqgesdcgretbotcatgoteagtgatgeatgaggetetsfeacaaccact acaccecagaay
aqect et ococtgb ot aaegqeasa

ractoagasa l(] cacacac

sequenza segnale [da 1a 57), reglone variabile (da 58 a 420), reglone costante {da 421 2 1410}

SEQID NO: 8: sequenza amminoacidica della catena pesante dell’anticorpo per cTINAL

HRELHPF LA LYAAPRAY LI IOV DS G PEL KR PGRTVRE SCRASG YT FTTAGMORVONMPGRGLEN TGN INT
HEGVPEYARDEKGREAYS LETSABTAY LOLSNLEREOTTTY FUARSOVGH YUY FDVHEAL TAVIVSSASTY
GPEVFPLAPISKATSOGTMALGOLYROYFRE PYIVSHNIGALT SGYHT FRAVLOESGIYSLESVVTIVRESSL
GLOTY FCHYNHKP SN TRV DR RVE PXSCORTHVCP PO PASELLOS PAVFLEPFRPELTIMISRTPEVICYYD
VSRR PR RN Y GV RV AR T PREE YRS TY RS Y LT Y LHC DA LEGKE Y KO RVENKALYAPIEXT IS
KAKGOPREFOVETLEPSREFHTRRQVSLTCLVEGFY PEDIAVERESHGOPERNYKTT PPYLOSDGSFRLYSK
LTV REQOGNY FSCSYHREALHEEVTORS LS LS EGK

sequenza segnale {da 1a 19), regione variabile {da 20 a 140}, regione tostante {da 141 a 470}
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TAVOLAII

FIGURA 2

SEQ ID NO: 9: sequenza nucleotidica della catena leggera dell’anticorpo per cTINA1
atgglygutycagecceagglot teatetcoctgotyclgtggat et cogyegugtarggogacatt
gigatygacceagieteacaadtieatgtecacat caglagqagacagqyt cagoatoacctgeany
gqueagteaggatgbgagqtactgebglagecigglalcaanageasccagaaraatcboctaracty
cbgattiscloggeatestacegotacactggagtecotigateqetbeactgyeaglggatelggg
acquetiteactitcaceateageagtgigoagyoetgaagacclygeagiitattactgteagaoaa
catbatattactecgetcacgticqggtqetgygaccaagetggagetgasacgggoelgigyecyges
cectoegtgtbcat el toceceectecgacqageagetgaaglecdgeacegootcegliggtgtge
ctyctgaatdacttctaceccagagaggecaagglygeaglggaagglggacaacgaeoctgeagtan
Yygaact corsgyagaqeglgacegagoagqacagednyacigoacntacaqectgageaqoace
ctgaccctqagoaaagecqgactacdagaageacangl gtacgosigogagylgacoeaccagggs
ctgagetcoceogteacaaagaget i oracaggyqagaglgl

sequenza segnale {da 1a 60), regione varlabile {da 61 a 387), reglene castante (da 388 a 702}

SEQ ID NO: 10: sequenza ammineacidica della catena leggera dell’anticorpo per cTINA1
MVLGTOVE ESLELR LS GAYGDIVHTESHEFHS TSVE DRYS [ TCRAS DOV S TAVARYCOXFGOS PR LL I YSAS

YRY TGV PORFTGSGSGTAFTRT I SSVOALDLAYIYCCOHY LT PLYFGAGT KLY LKEAVAAZSVET FPPSURQ

LESGTASVYCLLINF Y EREAKVOMEVONALOSGHSCESYTEODSKLS TYSLE$TRTLS KADY ERHKYYACEY
THOGLSSPYTRSFRRGEC

sequenza segnale {da 1 a 20}, regione varlabile {da 21 a 129), regione costante {da 1302 234}
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FIGURA 3
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Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CPI-072 BM)

TAVOLA I

SEQID NO: H1: sequenza nucleotidica dihlINAL H1
atgaascacutglgqiloticelostiyiiyytgysayntoccegalyyglycigayuagglycagotgly
cagbetggrgnrasgtaAngaanccayegeragtgt Jarg gt gt oot geasgaroagoggel aciact e

S0

K GGL

SCRFPAT UG IIEGedeCadot S Sl I A cAgggoatgaaatggatyygutYgateicana
APPLYTYCCCA4 A TACYC UG OGYAch L Ca AT TN ATAGE QACLARCAURCGOI AL AT AT GG

srageclacaigragelgageagect gaglesgajjacaccgengtgractacigoyocagaageggetke
ggeagoagatactyqtaottegqacgtgtgygrecagyyracockegtqacagtesgutoagecleciedaay
ot dagogloileccvelyyoacecloclucaayayracclelgycgyeacayiuguosLgygotyucky
greaaggastaci toecegarccoyg gacogtgageiggaact caggodoos tacesgogergl goarace
ttecoogotgiactgeagoctoaggartotactasatoagosgegtggloanegtyuestesagesgetty
gueacecadanctacalotyreaiylygaaloacaagziccagoascac Coapjlygacaagagagt tgagoce
Azatcliglgacadaactcanacatgoccacertgastageacetgiarbentguggagacecteagletlic

chotteoan

2033 080adggacacecteal Jat oloecggaccaeatgaggtascatgogtygtgglggac

JLIACCACIAAFACLCR sy GLEA Sy E Caa L L A0 g gacgGrglaagut gral AR TYCoadyacs
ACCCCYI I AYCAQLACRACAGCACYLACTYFILGIL CATCHLOCEAICOITOTLYTALCAGFRCIGY
algaabyguiaggagtasasgiqeaaggtotcraatadageecteccageacoestegagassacoatotee
HAAYCTARAYYLCARCCCEYGgR Alvacayglgt asavocigrecccataonggia jgagalgacEsgasc
cagoteagectgacetgectogtoaaagget bokat o cagogats tegeagtagattgayagagrealygge
cagorsgagsasaactaciagarcacsectocsyigotygictedganguetectbobtoetetacineeay
ctosucglgysrsagaguayg lygsdguagyyeaacyieticleatgotoogtgat goatgagyetotgeac
AACCATLATACCCIPABPLOCATCICLOTHIOLONCGYrada

scquenza segnafe (da 10 57), regione variabike {do 58 o 420}, reglone cestante (da 421 0 1410}

SEQ ID NO 12 sequenza amminoacidica di hTINAL-H1
MEHLEPFLLLVALPHEVLEQVOLNTSGARVER PIA YR SORASGY TETTAMONVIOA SGOGLEUNGK IKT
HEGVPKYALOFRGAYT kS ADTSTATAYLOLS SLEAR DT AVY TCAR O FGAOYRYCUVH BT LY TSRS TH
GEVEPLAPSSKSTSGOT AR LG LY DU FPREVT IS NNSGALTSGVET FRAVLOSS LS LS SVFTVPSSST
GUOTYICH L PINTEY DX RVE PR GCOKTHYA D PO PADELLGGDEVEL ¥ D PRPKDELUL SRT PEVICYVVD
YEHIBHEGVA PHE VDGV EVE AR TR DREEGYN 3T AYYOVLTVLL QDY ERGREYKORVGHXAL FAP 1567 18
EANGOPRE PUY YT DB PSRE RN TENCYSLICLYXS FY P30T AYERESHCCPERNTRTTPFYL DS IGS TFLYER

LV IRAOCOHP P SCAVHEER LN I TS RS LA BGY

serjuet ld segitale e 3o 104, regfune variabile (da 20 9 240), regloe wustanie (g 1416 470)
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FIGURA 4

SEQ D NO: 13 sequenza nucleotidica di hTINAL-H2

atgaaacacctgiggttatioctactycbpytgueageteaiagatygytyotyagoozggigeayetgelyg
cAYtet GYLGecysa 4 TYaaqazateaggoliagagtyaagyrytoctgaaagyoesgoggtacaschit
accacsgetigcatgcagtygylgcgccaggencotgacagigoctggaat guataggetggatcaacasc
cavageggcgtgeccaaatavgoogagyactiossgyqoagagtasceal caguabyguanaceageascber
secgeetavcbygeagetyageageetgaaglocgaggacacegorgtytaclactgogeeagasgegyetbie
ggcageagetactgglactbegacgiglyyaqucsyygcancuboglyaceyteagoteagectacaccaag
ggcecaagogtcbteccoctggoacoctcctorasgagoanctctygegqracagacgecetgyyot gouty
gleaaggactacltececqracooglyacegtgagetggaactsagyeguestigancayogyegtycacacy
tioccogatgbaectgcagiocteagyactetactosutcdgeageytgytgacvylgercievageoagstig
gycaccecsgacetacatolgoracqtgastcacsagrecagraacacvasggt §gacdagagaql bygagecs
seratotigtgacasdactacacatyucoicqotgoceaguaccbyoacioctggaagganceteagiotte
cletbccocoiaaascccasgyacacest catgatoteecygacoestyagytcacatgeytygtagtagas
ghgagoeacisagacaciqaggtiaagticasctyggtecylygacagintyyaggtgoatastgecsigaca
angenccqygagagoagtacaacageacytaccygytyylcaguglecteaccgbootgoaceaygantgy
rageccccakagagasaaccataten

ctaaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctosaacaadyocaia

A4AGECAIAFFLCIGOCCCPYFANCTACAYFgtacacGo gy tonrqgygagyagatgacoaayaac
caggtcagecigaceigectgytieaaagyget Latatcccagoqacatayocgtggagtgygayageaatygye
cagreegayaivarciavaagaccaceocbenogigotygactocyangyot eotictioclotacaguaay
cteacegiydcaagagcargbggeagongggcaacyteticleatgotecqtgatgeatyaygetctycan
aaccactacavecagsagagoctobonstytobocaggeana

sequenza segnale (da 1a 57), regione variabile {da 58 a 420), regione costante [da 421 a 1410)

SEQIDNO: 14; sequenza amminocacidica di hTINA1-H2

HEHLH PP LL LY AN CREVL SOV LY OB AR YRR FOADVEY SCEAL GY T ETTASHOWIR DA RGLUG L EWMGR [ HT
HEGVEKYARRFRGEVT ISLOTSTRTAY LIS SARIELTAVYYCAR G PGESYHY P OVHIQGT LV VS SASTH
GRSV PLARI NS TOCCT MALGLLYEDY FPEPVTVSHESGALTEGVRT FRAVLQITCLYSLESVY PURS L
CGTOEY [ONVHHEPENTRY DR AVEFHSCOR Y RTCPRGC PA PR LIGGUSUPL PR KPROT LTS RUPEVICYYVD
YSHRD PEVRESRYV DO EVHEANTREREZQ VRSP YRVVE VL EVLUCUR LR KR Y KCRVENRAL PAPLERT LS
FARGOPREPGVYTLE PARERMTRNQVELTCLVGF PIOTAVEREDRGOUVER YR TI PRVLAS BOSFFLYSR
LAVERS RNGRGRVES CAVHHRATHEEY TGRS LS LS POX

sequenza segnale (da 1a 19), reglonavariablle {da 20 a 140}, regione costante {da 141 a 47Q)

TAVOLA IV
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FIGURAS

SEQID NO: 15: sequenza nucleotidicadi hTINAL-H3

atgaaacavetgtygglicttecicotgolgatgyiagatesosgatygatgctgagecagatocagotggtg
caglctggeyecgasgtgiagaraceeggogigagegiqanggt gt cotgrasggooagugyoracsrotit
Aecancgeoggcal4cagtggatgeageayataectgaeasgggeatqgaatggatgaachqyatcsanace
cacaguggegtgoocasatacgocgaggacticazgggagigigaccticageclggacacoagoacet oo
accgretacatgeagelygigeagectgaagt copagqaracogesqtglactactgegocagaagog ot be
gyoageagetattgylact tegacotgiguygecaggycacesicgtyacogtcayet cagecteoaccaag
ggoccangegtid treceetggeacooctectcoaagageace lotgyg g acaquogractgggeigoety
GLCEAFYICLICLLECHNGAACEOG LYt egbgagot 94 aCtCAgICTUCClgACCAGOFGCYLGCICALS
LLeouegetgtectgoaglect Ccaggact CtacteoctCagraguytyl gaceguyeaciecageageliyg
ggeaccragacctacal clgoaacyigaatoacsagooeageaacansaaygtyjacasgagagtqanace
aaataitgigasasaactracacal goecaccect geecageacctysactcebgyggygacectcagict to
CLaELCCECOCRAABCOCARGYALACLCtLalqat ClerGyaCenclgagqrescatgegtgetgntagan
gtgagecangaagacoetgagotcasgiteractggtacgigyacgygcgtggaggtgeataatyecaagacs
AJGLOCCYYYAGUAGUAGLACIACHICACYLATCRgL gL cagrgiocteacoglont geataagyactq)
G YaatggeaagGaglacaanlycaagglet cCadLAR8GCEEILECAgELeceAtCgAgIABACCItl et e
dyasyagatgarcaagaa

AAAGECARIPYCTAPCOOLHIPAATCACAGYEYL ATALCORFOorntat Co
caggteagretyaoctoelggl caaagqot tet atcooggoqacatogooygbggag tgogagagoaatyge

CAGCCCgaganrasctacaagaveateseivecgbyctggactoegacggelectbatbavtclanagoaag
ctencogtegaciagagaaqel qanagcaggaoracqrot tok catgat cogtgargoatgagat ctgeas
AACCACEACANNAENAYATUOTLLOCTLELOTOOOYCI B

sequenza segnate {da 1a 57), regione variablle {da 58 a 420), regione costante {da 421 a2 1410}

SEQID NO: 16 sequenza amminoacidica di hTINAT-H3

HEHLWEF B LV AAPRSYLSQIG LV SCAEVKIGE S YRVSURA IS T FT TACHOWY(OMIGUGLEWMNGA TNT
RS G PR AL DV RGRY T FELDT S TS TAYL QLS SLESE DPAVY Y ARSGRGARYHY FUVEGRGTLVIVES ASTE
BESYTPIAPSS KT ICGTAALGCLVIOY FVLPYIVIHHICALT SEVETFPAVIDSSGLY S LISYYTIVPSESl
STOTY [CHYNHE RS RTEVIXRVERESCIK TRTCP PO PAFE LEGGESVELFRPRPKGT LM ISRT PEVTCYYVD
YBHEDPEVRFEYVISVEVANAKTE PREBDY N3 T L RYPEVLEYLRGDRLNCKEY KCRY SHZAL PAP 12HT XD
KAEGOPRE PO Y TLY FARERMTRRQVSLTCLYRGFY PSDIAVENE SHOQTRRNYKT TR PVLOSOGS FFLYIK
LTVCHSRHOOGAVESUSVMHEALUNNTIQ¥ S LEL S VLK

sequenza segnate (da i a 19), regione variabie {da 20 a 140), regione costante (da 141 a 470}

TAVOLA YV
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FIGURA 6

SEQID NO: 17 sequentza nucleotidica di hTINAL-L1
arggrgeigragacseagglglicalsiveciguigulgiggat cbocgguguylacggoygacalocaygaty
ALCLAYAGEnSTAQLATLCEQAY 0 CAd CE LI GCdaraTag LgaCtak Caeat graa g gooaGlUay A s
glgtocacagoeptggootggtateageagaagoct ggraaggeccocargotgoigatetacigegocaga
tacnggtacaloggeglyeicagergat it L e LgOagrgIet COggracogaciieacceigacaatcayge
ageetgeageregagqact tegeegbatantactgocageigractacatcacencectgaoctbbogocsy
ggoacCaagotgraatosaqogtacgtoquogccocetegtgttcat et torccoectecgangageag
ctyasgtecggraccqoectocgtggtytgeetgetgaatazet tatacoccagagagqueasggtycagtay
argqtguacaacgoocbqeagtoogyies cheCosynanapeg L ACEQAGeag It AY AR ) ALA ER e
LRECAQUCEGaqUageaceClgacColgadalafuogactangAgasJracaigqiglacgoalyocgaqggry
accéactAgqoentgagetecaccgcaceaagqagetteaacagyygqyagtgt

sequenza segnale {ds 1o 60), reglone varlabile {da 61 0 387), reglone costante {da 388 5 702)

SEQ I NO: 18: sequenza amminoacidicadi hTENAL-L1

Y LATOYE I SLLLYL $GAYUL LG TOI PA S LIASVILRY L TUBASDINVITAVANYOCR FGRAP KL LE YOAD
FRY TGV ESAFSGSGSGT IR LT 1SS LOPEDFAVE YOO LIPLTFGOGTRLE L RRIVARRP Y PIFFPSDEQ
LESGTASUVOLLNNFY PREAKVOR YV IIA LS CHECESY TAODIRBSTYS LSS Y LT T SHADTREXHKYYALRY
THROGLSEPYTRIFRRLED

sequenza segnale [da 12 20), reglone variabile {da 21 a 125), regione costante [da 1302 234)

TAVOLA VI
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TAVOLA VII

FIGURA 7

SEQ 1D NO: 1¢: sequenza nucleotidicadi hTINAL-L2
Atggrgeorgeaqacaecaggigrieatotecctgotgaigigysiclorggegegtacggegarat oglgaty
aeccagagocot agoagtotgagoye cagoegigaqegacageagigaccateacatygcasggocagocaquac
gtygtccacagcogtggoetggtateageaga ajoatggoanygoncocaagotyet gatclacagogenagn
CACELIACA COY Ot CCCAYCAYATE LV ACANCYUGL COFYCatUpatt LAt me L gaaaLiage
aquatgoageotyaggacti cgroglgtant sgt gueagoaycacl avatgacotoeot qacci tiggecag
ggoactaagetggaaatcangoglacggtggeegren ool ocg gt ioabot Lose e ote eqACgagrag
crgaagieoggeaceyoeloeogbgatgiyoctyotyastaactbolaceccagagaggocaagqigraghyg
AnFYLYYACARCGECCLYCATLCCEGIARCE COLAGPAGAI L GACUGIYCAGFACAQLIAFIACAGCACE
tacagectgagragoiccotdacestgancalagecaict Acqataigeacaagyigtregeetgngigyty
aceeancagggeel gagetesecegleaccadgayc Ll carcagqgagagot

sequenta segnale {da 1 a 60), regione variablle {da 61 a 387}, reglone costante (da 3882 702}

SEQ D NO. 20: sequenza amminoacidicadi hTINAL-L2

EVLATEI T SIALR ISCAYCOLYBTOSDS S LEASYCLRYT L HC RASGIV S PAVARYOQK PORAPRLL TYSAS
YRYTGYPSAPRGEGEGTOrTLT BSLOVEDYAVI YCOUHY L EP LT FEOGTHLE L KRTVARRSYFLFERSDED
LESGTASYVCLLEN FY PR E AR IRV DN A LS RS GESVT EODS KOS T T SLESTLTL SEADTERNKVYAC Y
FHOGLESFVIRSFRRGES

sequenza segnale {da I a 20}, regione varlabile {da 21 a £29), reglone costante (da 1302 234)
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TAVOLA VIl

FIGURA 8

SEQ ID NO: 21: sequenza nucleotidica di hTINAL-L3
Atggtaotygcagasceaggigtteatebosabyatygotglggatchoceggogngtacgqogacategtginy

ACECAFAYCCELAFOATCETIAGORCoAY CFLY g Cag A LG AT ATCACA Lguad i gics
Ggtecacagreg Lot it dLCagCadiagCoogy CAdCAGorc ke tgrqal cLac A gogue s
tageggtacaccggogigoecageagal ttietggeagegyetesggeacogséticacootgacaste e
AGECETAYCTNGE 180 LSY TP AT S CIQUTRIOAGCACTACILOILCLTCLTQace L UG ecay
gicascaagctggasateragogtacgytggcegesccetooyt gttesbottosconocticogavgageag
cltodaqteoggeacaguetacgiggbgtgontgeigaatasctictacoosgagagg cessyglgoaglay
ASYGTYFALI YL CEIGCAgl COgEYA S AL CCCARTAG aYngl §ANCTATCAg FRCAGCAAGYICAQLALT
TAUAQOCLGAGCAYCALCOTHACCALGIG CAR LY (O ACLATEEJRAGCALAAGYTLAS O ORI ILY
AOTAN CCAGIICET FAGETSCOOCYRORSCARGAYETECARNAYIGGGIAYTGE

sequenza segnale (da 1 2 60), regione vartabite [da6ia 38'5'}, regione costante {d2388a702)

SEQ D NO: 22 sequenza amminoacidica dihTINAL-L3

MG FISLLLM I SCATG O EVMTG3 RS S LR AS VG DAY T T TUKASGUY S TAVAZTQQUFGROPKLLIYSAS
FAYTAVPORFRGEG SOV DR LT IS SLOFE DPAVYYOCORY L TR LT POOUTRLE TERTVALRIVE D FERIGED

LY S G ASYVCLINN FY PREARVCURVIHA LOS LRI GESYTEGEE REST Y S LE S TLV LS RADYERHEVYAL LY
THOGL3SEVTRIFNIRGES

sequenza segnale {da 1a 20), regione variabile {da 21 a 129), regiore costante (da 130 a 234}
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TAVOLA IX

FIGURA 9

SEQ D NO: 23 sequenza amminoacidicadi CDRH1 dellanticorpo per TINAL

TAGHMO
SEQ ID NO: 24: sequenza amminoacidica di CORH2 dell'anticorpo per TINAL

WIRTHSGVPKYMAEDFKG
SEQ ID NO: 25: sequenza amminoacidicadi CDRH3 dell'anticorpo per TINAL

SGEFGSSYWYFDY
SEQ ID NO: 26: sequenza amminoacidicadi CDRL1 dell'anticorpo per TINA1L

KASQDVSTAVA
SEQ D NO: 27: sequenza amminoacidica di CORL2 dell'anticorpo per TINA1

SASYRYT

SEQ 1D NO: 28: sequenza amminoacidica diCORE3 dell’anticorpo per TINAL
OOHY I TPLT
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FIGURA 10
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TAVOLA XII
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TAVOLA X1
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TAVOLA X1V

FIGURA 14
1400 B )
mE ——Tampone
E_ 1200 e
e ~4—hTINAL-HiLL 25 mpk
€ 1000
B e ADC con ATINAL-HILL
Q
E son ~a~]ADC con hTINAI-HILL
g {6) 10 mpk
E 400 - =g-hRS7 25 mpk
g 200
g

" e de-hRS7-CL2A-SNIB (12)

0 J g E R, 10 TP

20 25 3 35 4 45
Giorni dopo l'inoculazione (giorni)

218



Dott.ssa Tiziana SANTORO (USBM-CP1-072 BM)

TAVOLA XV

FIGURA 15
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TAVOLA XVI
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TAVOLA XVII

FIGURA 17
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TAVOLA XVIII

FIGURA 18
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TAVOLA XIX

FIGURA 19
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TAVOLA XX
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TAVOLA XXI

FIGURA 21
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TAVOLA XXII

FIGURA 22
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TAVOLA XXIII

FIGURA 23
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TAVOLA XXIV

FIGURA 24
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TAVOLA XXV

FIGURA 25
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TAVOLA XXVI

FIGURA 26
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TAVOLA XXVII

FIGURA 27
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