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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-EDB y conjugados anticuerpo-farmaco
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a anticuerpos anti-EDB y a conjugados anticuerpo-farmaco (ADCs). La
presente invencién se refiere adicionalmente a los métodos de uso de dichos anticuerpos y ADCs para el
tratamiento de trastornos que expresan EDB+ de FN, tales como el cancer.

Antecedentes de la invencién

Las fibronectinas son glicoproteinas adhesivas de alto peso molecular presentes en forma soluble en el plasma
y en otros fluidos corporales, y en forma insoluble en la matriz extracelular (ECM). La variante de corte y
empalme del dominio B extra de la fibronectina 1 (EDB+ de FN o EDB) es una proteina ECM que no se
internaliza. EDB es un dominio de homologia tipo Ill de 91 aminoacidos que se inserta en la molécula de
fibronectina mediante un mecanismo de corte y empalme alternativo a nivel de la transcripcion primaria siempre
que se produce una remodelacién del tejido. Se ha demostrado que EDB+ de FN se acumula selectivamente
en el estroma alrededor de los vasos sanguineos nuevos en tumores y otras patologias, pero estd en gran
medida ausente en la vasculatura adulta normal. Zardi et al., Embo J. 6(8): 2337-42 (1987). EDB+ de FN se
expresa en muchos tumores agresivos y, dependiendo del tipo de tumor, muestra patrones de expresién
predominantemente vasculares o estromales difusos. Carnemolla et al., J. Cell Biol. 108(3): 1139-48 (1989).

Se ha aislado mediante tecnologia de presentacién de fagos un anticuerpo que se une especificamente al
dominio EDB de la fibronectina (FN), el anticuerpo L19. Carnemolla et al., Int. J. Cancer 68(3): 397-405 (1996);
Neri et al.,, Nat. Biotechnol. 15(12): 1271-5. (1997); Pini et al., J. Biol. Chem. 273(34): 21769-76 (1998). El
anticuerpo L19 puede tefiir los vasos sanguineos tumorales en una amplia gama de modelos tumorales
experimentales y en secciones de tumores humanos y otros trastornos angiogénicos. Carnemolla et al., J. Cell
Biol. 108(3): 1139-48 (1989), Kaczmarek et al., Int. J. Cancer 59(1): 11-6 (1994); Berndt et al., Histochem. Cell
Biol. 109(3): 249-55 (1998).

Se han explorado diversas estrategias de focalizacién utilizando diferentes formatos del anticuerpo L19 en el
tratamiento del cancer. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo monoclonal scFv(L19), Birchler et al. Nat
Biotechnol. 17: 984-8 (1999), proteinas de fusién que incluyen interleucina-12 (IL-12) y factor de necrosis
tumoral (TNF alfa) fusionados con scFv(L19), Halin C. et al. Cancer Res. 63(12):3202-10 (2003) y la proteina
inmune pequefia L19 (SIP) sola y conjugada con un fotosensibilizador, Fabbrini M. et al. Int J Cancer
118(7):1805-13 (2006).

Aunque se han divulgado diversas terapias basadas en anticuerpos L19, sigue existiendo una necesidad clinica
significativa de desarrollar terapias dirigidas a EDB+ de FN aln més mejoradas y optimizadas, tal como
conjugados anticuerpo-farmaco, para aquellos pacientes con trastornos o enfermedades que expresan EDB+
de FN, tal como canceres asociados con la expresién de EDB+ de FN y/o canceres que expresan EDB+ de
FN.

Sumario de la invencién

La presente invencién proporciona un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende (a) un anticuerpo, o un
fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une al dominio B extra (EDB) de fibronectina (FN), en el que
el anticuerpo, o el fragmento de unién al antigeno, comprende una regién variable de la cadena pesada que
comprende tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 3, 5y 7, y una regién variable de la cadena ligera que
comprende tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 12, 13 y 14, en el que la cadena pesada comprende un
residuo de cisteina disefiado en la posicién 290 (K290C), de acuerdo con la numeracién del indice EU de Kabat,
y en el que la cadena ligera comprende un residuo de cisteina disefiado en la posicion 183 (,cK183C), de
acuerdo con la numeracién de Kabat, (b) un enlazador y (c) un farmaco. En algunos aspectos, un conjugado
anticuerpo-farmaco comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno, que puede comprender
una region variable de la cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 1 0 21, y unaregidn variable de la cadena
ligera que comprende SEQ ID NO: 10.

La presente invencién también proporciona un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende un anticuerpo, o
un fragmento de unién al antigeno, que puede comprender una regién variable de la cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 1y una regién variable de la cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 10; o una
region variable de la cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 21 y una regién variable de la cadena ligera
que comprende SEQ ID NO: 10. En algunos aspectos, un conjugado anticuerpo-farmaco comprende un
anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno, que comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID
NO: 19 0 25, y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31. También se describen en la presente memoria
conjugados anticuerpo-farmaco, en los que el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno, comprenden una
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 8, 17, 23, 27 0 29, y una cadena ligera que comprende SEQ ID
NO: 15, pero estos no son aspectos de la invencidn tal como se reivindica.
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La presente invencién también proporciona un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende un anticuerpo, o
un fragmento de unién al antigeno, que comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 19y una
cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31; una cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 25 y una
cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31.

También se divulga en la presente memoria, pero no es un aspecto de la invencién tal como se reivindica, es
un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno, que
tiene una regién constante de la cadena pesada y/o cadena ligera que comprende un residuo de cisteina
disefiado para conjugacidn especifica del sitio. En algunos aspectos, un conjugado anticuerpo-farmaco tiene
una regién constante de la cadena pesada que comprende un residuo de cisteina disefiado en la posicién 290
(K290C), de acuerdo con la numeracién del indice EU de Kabat. En algunos aspectos, un conjugado anticuerpo-
farmaco tiene una regién constante de la cadena ligera que comprende un residuo de cisteina disefiado en la
posicién 183 (kK183C), de acuerdo con la numeracién de Kabat. En algunos aspectos, un conjugado
anticuerpo-farmaco tiene una regidén constante de la cadena pesada que comprende un residuo de cisteina
disefiado en la posicion 290 (K290C), de acuerdo con la numeracion del indice EU de Kabat, y una regién
constante de la cadena ligera comprende un residuo de cisteina disefiado en la posicién 183 (kK183C), de
acuerdo con la numeracion de Kabat.

La presente invencién proporciona adicionalmente un conjugado anticuerpo-farmaco que tiene un anticuerpo,
o un fragmento de unién al antigeno, que comprende una regién constante de la cadena pesada que comprende
una etiqueta disefiada que contiene glutamina insertada en el anticuerpo o que reemplaza uno o mas
aminoécidos enddgenos en el anticuerpo. En algunos aspectos, un conjugado anticuerpo-farmaco tiene una
etiqueta disefiada que contiene glutamina insertada en el anticuerpo en la posicién E294-N297. En algunos
aspectos, un conjugado anticuerpo-farmaco tiene una etiqueta que contiene glutamina que comprende una
secuencia de aminogcidos LLQG (SEQ ID NO: 40). En algunos aspectos, un conjugado anticuerpo-farmaco
que tiene una regién constante de la cadena pesada que comprende adicionalmente una lisina (K) que sustituye
a una arginina (R) en la posicion 222 (K222R), de acuerdo con la numeracion del indice EU de Kabat.

La presente invencidn también proporciona un conjugado anticuerpo-farmaco que tiene un anticuerpo, o un
fragmento de unién al antigeno, que comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende una
lisina (K) que sustituye a una arginina (R) en la posicién 94 (K94R), de acuerdo con la numeracion de Kabat.

La presente invencién proporciona adicionalmente un conjugado anticuerpo-farmaco que tiene un enlazador
que es un enlazador escindible. En algunos aspectos, el enlazador escindible se selecciona del grupo que
consiste en ve, diS, diS-CoOCO y AcLys-vc.

La presente invencién proporciona adicionalmente un conjugado anticuerpo-farmaco que tiene un farmaco que
es un agente citotéxico. En algunos aspectos, el agente citotdxico es una auristatina. En algunos aspectos, la
auristatina se selecciona del grupo que consiste en 0101, 1569, 9411 y 4574.

La presente invenciéon también proporciona un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende (a) un
anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que comprende una regién variable de la cadena
pesada que comprende tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 3, 5y 7, y una regién variable de la cadena
ligera que comprende tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 12, 13 y 14, (b) un enlazador vc y (c) un
farmaco 0101.

La presente invenciéon también proporciona un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende (a) un
anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que comprende una regién variable de la cadena
pesada que comprende SEQ ID NO: 21 y una regién variable de la cadena ligera que comprende SEQ ID NO:
10; (b) un enlazador ve y (¢) un farmaco 0101.

La presente invenciéon también proporciona un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende (a) un
anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que comprende una cadena pesada que comprende
SEQ ID NO: 25 y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31; (b) un enlazador vc y (¢) un farmaco 0101.

La presente invencién proporciona adicionalmente una composicién farmacéutica que comprende un
conjugado anticuerpo-farmaco de la invencién y un portador farmacéuticamente aceptable. La presente
invencién también proporciona una composicién que comprende una pluralidad de conjugados anticuerpo-
farmaco de la invencién, y opcionalmente un portador farmacéutico, en el que la composicién tiene una DAR
promedio que varia de 3 a 5. La presente invencién también proporciona una composicién que comprende una
pluralidad de conjugados anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones, y opcionalmente un
portador farmacéutico, en el que la composicién tiene una DAR promedio que varia de 1 a 3.

La presente invencién proporciona un acido nucleico que codifica para una cadena pesada y una cadena ligera
de un anticuerpo de la invencidn. La presente invencidn proporciona adicionalmente un vector que comprende
cualquier acido nucleico de la invencion. Ademas, la presente invencién proporciona una célula hospedera que
comprende cualquier acido nucleico de la invencion.
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La presente invencién proporciona un proceso para producir un conjugado anticuerpo-farmaco de la invencién
que comprende: (a) unir el enlazador al farmaco; (b) conjugar el enlazador y el farmaco al anticuerpo; y (c)
purificar el conjugado anticuerpo-farmaco. En algunos aspectos, la conjugacion es especifica del sitio en uno
0 més residuos de cisteina disefiados y/o residuos de glutamina disefiados en el anticuerpo.

La presente invencién también proporciona el conjugado anticuerpo-farmaco de la invencidén para uso en un
método para tratar un trastorno o enfermedad que expresa EDB+ de FN, que comprende administrar una
cantidad eficaz de una composicién que comprende un conjugado anticuerpo-farmaco de la invencién a un
sujeto con necesidad del mismo. En algunos aspectos, el trastorno o enfermedad que expresa EDB+ de FN es
cancer. En algunos aspectos, el cancer es un tumor sélido o un cancer en la sangre. En algunos aspectos, el
tumor sélido es cancer de tiroides, sarcoma, cancer de mama, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de
vesicula biliar, cancer de rifidn, cancer de piel, cancer de Utero, mesotelioma, cancer colorrectal, cancer de
cabeza y cuello, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer testicular, cancer de préstata, cancer de higado,
cancer endocrino, cancer del timo, cancer de cerebro, cancer suprarrenal, cancer de ojo, cancer cervical y
cancer de pulmdn. En algunos aspectos, el cdncer en la sangre es leucemia, linfoma o mieloma.

También se describe en la presente memoria, pero no es un aspecto de la invencién tal como se reivindica, es
el uso de un conjugado anticuerpo-farmaco de la invencion, en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de un trastorno o enfermedad que expresa EDB+ de FN en un sujeto. En algunos aspectos, el
trastorno o enfermedad que expresa EDB+ de FN es cancer. En algunos aspectos, el cancer es un tumor sélido
0 un cancer en la sangre. En algunos aspectos, el tumor sélido es cancer de tiroides, sarcoma, cancer de
mama, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de vesicula biliar, cancer de rifién, cancer de piel, cancer de
utero, mesotelioma, cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello, cdncer de ovario, cancer de vejiga, cancer
testicular, cancer de préstata, cdncer de higado, cancer endocrino, cancer del timo, cancer de cerebro, cancer
suprarrenal, cancer de 0jo, cancer cervical y cancer de pulmén. En algunos aspectos, el cancer en la sangre
es leucemia, linfoma o mieloma.

Descripcion breve de las figuras

La Figura 1Ay 1B muestran las propiedades de unién de los anticuerpos [A] EDB-L19, EDB-PFE y EDB-(K94R),
y los anticuerpos [B] EDB-(K94R) y EDB-(,cK183C-K94R-290C).

La Figura 2 muestra la expresién de EDB+ de FN utilizando analisis de ARN-Seq en modelos de cancer de
xenoinjerto derivado de pacientes humanos (PDX).

Las Figuras 3Ay 3B muestran las curvas de unién de ELISA para [A] el anticuerpo EDB-L19 y ADC de EDB-
L19-vc-0101, y el anticuerpo EDB-(,cK183C-K94R-290C) y ADC de EDB-(,cK183C-K94R-290C)-vc-0101; y [B]
el anticuerpo EDB-(K94R) y ADC de EDB-(K94R)-vc-0101, y el anticuerpo EDB-(,cK183C-K290C) y ADC de
EDB-(,cK183C-K290C)-vc0101.

La Figura 4 muestra la expresién de EDB+ de FN mediante inmunodeteccién tipo Western en células WI38-
VA13 y HT-29.

Las Figuras 5A-5F muestran la eficacia antitumoral en PDX-NSX-11122, un modelo de xenoinjerto derivado de
pacientes NSCLC (PDX) de cancer humano de expresiéon de EDB+ de FN alta, de [A] EDB-L19-vc-0101 a 0.3,
0.75, 1.5y 3 mg/kg; [B] EDB-L19-vc-0101 a 3 mg/kg y 10 mg/kg de EDB-L19-diS-DM1 unido por disulfuro; [C]
EDB-L19-vc-0101 a 1y 3 mg/kg y 5 mg/kg de EDB-L19-diS-C,-OCO-1569 unido por disulfuro; [D] EDB-
(KK183C+K290C)-vc-0101 de conjugaciéon especifica del sitio y EDB-L19-vc-0101 conjugado
convencionalmente (ADC1) a dosis de 0.3, 1y 3 mg/kg y 1.5 mg/kg, respectivamente; [E] EDB-(,cK183C-K94R-
K290C)-ve-0101 de conjugacion especifica del sitio a dosis de 0.3, 1y 3 mg/kg; y [F] grupo dosificado con EDB-
(,cK183C-K94R-K290C)-vc-0101 a 3 mg/kg como curvas de inhibicién del crecimiento tumoral para cada ratén
individual portador del tumor.

Las Figuras 6A-6F muestran eficacia antitumoral en H-1975, un modelo de xenoinjerto derivado de pacientes
NSCLC (CLX) de cancer humano de expresién de EDB+ de FN moderada a alta, de [A] EDB-L19-vc-0101 a
0.3, 0.75, 1.5y 3 mg/mg; [B] EDB-L19-vc-0101 y EDB-L19-vc-1569 a 0.3, 1 y 3 mg/kg; [C] EDB-L19-vc-0101 y
EDB-(H16-K222R)-AcLys-vc-CPI-8314 a 0.5, 1.5y 3 mg/kg y 0.1, 0.3 y 1 mg/kg, respectivamente; [D] EDB-
(KK183C+K290C)-vc-0101 de conjugaciéon especifica del sitio y EDB-L19-vc-0101 conjugado
convencionalmente a 0.5, 1.5y 3 mg/kg; [E] EDB-L19-vc-0101 y EDB-(K94R)-vc-0101 a 1y 3 mg/kg; y [F] EDB-
(kK183C+K290C)-vc-0101 y EDB~(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 a 1 y 3 mg/kg.

La Figura 7 muestra la eficacia antitumoral en HT29, un modelo CLX de colon de cancer de humano de
expresion de EDB+ de FN moderada, de EDB-L19-vc-0101 y EDB-L19-vc-9411 a 3 mg/kg.

La Figuras 8Ay 8B muestran la eficacia antitumoral de EDB-L19-vc-0101 a 0.3, 1 y 3 mg/kg en [A] PDX-PAX-
13565, un PDX pancreético de expresién de EDB+ de FN de moderada a alta; y [B] PDX-PAX-12534, un PDX
pancreatico de expresion de EDB+ de FN de baja a moderada.
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La figura 9 muestra la eficacia antitumoral de EDB-L19-vc-0101 a 1 y 3 mg/kg en Ramos, un modelo de linfoma
CLX de cancer de humano de expresiéon de EDB+ de FN moderada.

Las Figuras 10Ay 10B muestran la eficacia antitumoral en EMT-6, un modelo de carcinoma de mama singénico
de ratén, de [A] EDB-(,cK183C-K94R-K290C)-vc-0101 a 4.5 mg/kg; vy [B] grupo EDB-(kK183C-K94R-K290C)-
ve-0101 dosificado a 4.5 mg/kg como curvas de inhibicidn del crecimiento tumoral para cada ratdn individual
portador del tumor.

La Figura 11 muestra los recuentos absolutos de neutréfilos para EDB-L19-vc-0101 conjugado
convencionalmente a 5 mg/kg en comparacién con EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 (ADC4) de
conjugacién especifica del sitio a 6 mg/kg.

Descripcidn detallada de la invencién

La presente invencién proporciona anticuerpos y conjugados anticuerpo-farmaco (ADCs) que se unen al
dominio B extra (EDB) de la fibronectina (FN), denominados "EDB+ de FN" o "EDB", indistintamente. La
invencién también proporciona procesos para preparar los ADCs utilizando anticuerpos anti-EDB, enlazadores
y farmacos (cargas utiles). La invencién proporciona adicionalmente ADCs generados utilizando tecnologia de
conjugacién convencional y/o especifica del sitio. Los anticuerpos y ADCs de la invencién son Utiles para la
preparacién y fabricacion de composiciones, tales como medicamentos, que se pueden utilizar en el
diagnéstico, la profilaxis y/o el tratamiento de trastornos hiperproliferativos caracterizados por o asociados con
la expresion de EDB+ de FN, tal como el cancer. La invencién también proporciona &cidos nucleicos que
codifican para los anticuerpos anti-EDB utilizados en la fabricacién de los ADCs de EDB.

Los ADCs comprenden un componente de anticuerpo conjugado a un farmaco, generalmente mediante el uso
de un enlazador. Los ADCs generados mediante tecnologia de conjugacién convencional unen aleatoriamente
el farmaco al anticuerpo a través de residuos de lisina o cisteina que se encuentran endégenamente en la
cadena pesada y/o ligera del anticuerpo. En consecuencia, dichos ADCs son una mezcla heterogénea de
especies que tienen diferentes proporciones farmaco:anticuerpo (DAR). Los ADCs generados mediante
tecnologia de conjugacién especifica del sitio enlazan el farmaco al anticuerpo en residuos disefiados
especificamente en la cadena pesada y/o ligera del anticuerpo. Como tales, los ADCs de conjugacion especifica
del sitio son una mezcla homogénea de ADCs compuestos por una especie con una proporcién
farmaco:anticuerpo (DAR) definida. Por lo tanto, los ADCs de conjugacién especifica del sitio demuestran una
estequiometria uniforme que resulta en una farmacocinética, una biodistribucién y un perfil de seguridad
mejorados.

Los ADCs de la presente invencién incluyen anticuerpos anti-EDB conjugados con uno o mas farmacos
mediante un enlazador (es decir, formando fracciones enlazador-farmaco). La presente invencién proporciona
ADCs que tienen (a) un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a EDB; (b) un
enlazador y (c) un farmaco. La presente invencién proporciona adicionalmente ADCs de la férmula Ab-(L-D),
en el que (a) Ab es un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a EDB, y (b) L-
D es una fraccién de farmaco-enlazador, en la que L es un enlazador y D es un farmaco. En otro aspecto, la
presente invencién proporciona ADCs de la formula Ab-(L-D)p, en el que (a) Ab es un anticuerpo, o un
fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a EDB, (b) L-D es una fraccién de farmaco-enlazador,
en el que L es un enlazador y D es un farmaco y (c) p es el nUmero de fracciones de farmaco-enlazador unidas
al anticuerpo.

El niumero de fracciones de farmaco-enlazador unidas a un anticuerpo puede ser cualquier cantidad preferible
para el desarrollo de un ADC. En algunos aspectos, el nimero de fracciones de farmaco-enlazador por
anticuerpo es 4. En otros aspectos, el niumero de fracciones de farmaco-enlazador por anticuerpo es 3. En otro
aspecto, el nimero de fracciones de farmaco-enlazador por anticuerpo es 2. En otro aspecto, el nimero de
fracciones de farmaco-enlazador por anticuerpo es 1. En otros aspectos, el nimero de fracciones de farmaco-
enlazador por anticuerpo es mayor que 4, tal como 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o mayor que 12 fracciones de
farmaco-enlazador por anticuerpo.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona ADCs, en los que las fracciones de fadrmaco-enlazador se
unen al anticuerpo a través de tecnologia de conjugacién convencional o especifica del sitio. En algunos
aspectos, los anticuerpos anti-EDB, o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, estan conjugados o
enlazados a un farmaco tal como un agente citotdxico, citostatico y/o terapéutico, tal como se describe
adicionalmente en la presente memoria. Por ejemplo, un agente citotéxico se puede enlazar o conjugar con un
anticuerpo anti-EDB como se describe en la presente memoria para la administracion local dirigida del agente
citotéxico. También se proporcionan métodos para preparar y fabricar dichos ADCs y uso de los mismos en
aplicaciones clinicas.
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A diferencia de otros ADCs que se estan siendo desarrollandos para dirigirse a las proteinas expresadas en la
superficie celular que se internalizan, los ADCs de la presente invencién se dirigen a EDB, una proteina
expresada en la matriz extracelular (ECM). Dirigirse a una proteina expresada en la ECM puede proporcionar
beneficios en comparacién con dirigirse a una proteina expresada en las células tumorales. EI ADC puede
acceder directamente a la diana sin tener que penetrar a través de las barreras del estroma y la ECM comunes
en muchos canceres humanos dificiles de tratar. Adicionalmente, la focalizacién de EDB en la ECM con un
ADC proporciona un mecanismo especifico para acceder a muchos tipos de células dificiles de alcanzar en el
microambiente tumoral. Esto puede provocar la liberacién extracelular de una carga util citotdxica o un farmaco,
lo que provoca la muerte de una variedad de células, a través de mecanismos tales como la muerte celular/el
arresto del ciclo celular de células tumorales y/o células del estroma mediante un mecanismo espectador.
Ademas, mecanismos adicionales incluyen, pero no se limitan a, angiogénesis desregulada o
colapsoffocalizaciéon vascular citotdxica, normalizacién vascular, inmunomodulacién e inducciéon de
diferenciacién celular y/o impedimento de la transicidn epitelial a mesenquimal.

Los ejemplos proporcionados en la presente memoria demuestran las caracteristicas mejoradas obtenidas
durante la generacién de anticuerpos anti-EDB y ADC de EDB, tal como la optimizacién del alotipo para reducir
la inmunogenicidad, la eliminacién de la lisina COOH terminal para aumentar la homogeneidad del producto y
la introduccién de mutaciones para mitigar el riesgo de la posible glicaciéon y disminuir la heterogeneidad (véase
los Ejemplos 1 y 2). Ademas, como se muestra en los Ejemplos, los ADCs de EDB generados utilizando
diversas tecnologias de conjugacién convencionales y especificas del sitio (es decir, cisteinas, lisinas y/o
etiquetas que contienen glutamina ("Q") donadoras de acilo) y diversas fracciones de farmaco-enlazador
demuestran una eficacia robusta in vitro e in vivo (véase los ejemplos 6 a 8). Los ejemplos proporcionados en
la presente memoria también mostraron que los ADCs de EDB generados mediante conjugacién especifica del
sitio a través de residuos de cisteina disefiados demostraron caracteristicas mejoradas en comparacién con
los ADCs de EDB generados utilizando conjugacién convencional a través de residuos de cisteina, tal como un
perfil farmacocinético (PK) mejorado (es decir, mayor exposicién y estabilidad de la conjugacién que conduce
a menos efectos toxicos fuera de la diana), estabilidad térmica favorable y perfil de seguridad no clinico (es
decir, alivio de la mielosupresién) (véase los ejemplos 9, 10 y 11, respectivamente). Ademas, la caracteristica
mejorada de los ADCs de EDB generados mediante tecnologias de conjugacidén especifica del sitio puede
permitir dosis mas altas en el tratamiento humano y asi proporcionar una mayor eficacia. En algunos aspectos,
los ADCs de EDB pueden comprender una sustituciéon de la lisina (K) en la posicién 290 (de acuerdo con el
indice EU de Kabat) en la regién constante de la cadena pesada de IgG1 humana con una cisteina reactiva (C)
(K290C) y/o una sustitucion de la lisina (K) en la posiciéon 183 (de acuerdo con Kabat) en la regién constante
de la cadena ligera Kappa humana con una cisteina reactiva (C) (KK183C) para permitir la conjugacién
especifica del sitio.

Dominio B extra de la fibronectina

Tal como se utiliza en la presente memoria, "EDB+ de FN" y "EDB" se utilizan indistintamente y se refieren a la
fibronectina (FN) que contiene el dominio B extra (EDB). Ademas, "anticuerpos anti-EDB" y "anticuerpos anti-
EDB+ de FN" se utilizan indistintamente y se refieren a anticuerpos que se unen a EDB. "Conjugados
anticuerpo-farmaco anti-EDB", "conjugados anticuerpo-farmaco EDB", "ADCs anti-EDB", "ADCs de EDB" se
utilizan indistintamente y se refieren a ADCs que comprenden anticuerpos, o fragmentos de unién al antigeno
de los mismos, que se unen a EDB y estan conjugados o enlazados a un farmaco. La FN es una glicoproteina
de alto peso molecular presente en la matriz extracelular (ECM) y esta involucrada en los procesos de adhesién
y migracion celular, incluyendo embriogénesis, cicatrizacién de heridas, coagulacién sanguinea, defensa del
hospedero y metastasis. La FN generalmente existe como un dimero formado por dos subunidades de ~250
kDa casi idénticas unidas covalentemente cerca de su C terminal mediante un par de enlaces disulfuro. Cada
mondmero consta de tres tipos de unidades repetidas: repeticiones de FN de tipo |, tipo Il y tipo Ill. Un solo gen
de 75 kb codifica para FN, sin embargo, se observan veinte variantes de proteina en humanos. El corte y
empalme alternativo del gen de FN ocurre en tres regiones, lo que da como resultado la inclusién o exclusién
de una de las dos repeticiones de tipo Ill, lamadas dominio A extra (EDA) y dominio B extra (EDB), y de un
segmento que conecta otras dos repeticiones de tipo lll, llamado segmento de conexidn de tipo Il (I1ICS). EDB
es una secuencia de 91 aminoécidos que es 100 % idéntica en ratones, ratas, conejos, perros, monos
cinomélogos y humanos. Se proporciona una secuencia de nucleétidos de EDB+ de FN representativa bajo el
acceso No. NM_001306129.1 y la secuencia de aminoé&cidos correspondiente se proporciona bajo el acceso
No. NP_001293058.1. Las secuencias de aminoéacidos de EDB y 7-EDB-8-9 recombinante de humano se
proporcionan en la Tabla 1. La 7-EDB-8-9 recombinante de humano comprende EDB flanqueado por el dominio
7 en el amino terminal y el dominio 8 y dominio 9 en el carboxilo terminal de EDB.

Tabla 1. Secuencias de EDB y 7-EDB-8-9
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SEQ Descripcion Secuencia
ID
NO.
33 EDB EVPQLTDLSFVDITDSSIGLRWTPLNSSTHGYRITVWAAGEGIPIFEDFY

DEBVEYYTVTGLEPGIDYDISVITLINGGESAPTTLTQQT

34 Egée;ngaHlFé\lg- VVTQLSPRPTNLHLEANPDTGVLAVSWERSTIPDITGYRITTTRPINGQG
humano. ® | GNSLEEVVHADQSSCTFDNLSPGLEYNVSVYTVKDDKESVRISOTIR
EVPQOLTDLSFVDITDSSIGLRWTPLNSSTHGYRITVVAAGEGIPIFEDFY
DSSVGYYTVTGLEPGIDYDISVITLINGGESAPTTLTQQTAVPPPTDLR,
FTNIGPDTMRVTWAPPPSIDLTNFLVRYSPVKNEEDVAELSISPSDNA
VVLTNLLPGTEYVVSVSSVYEQHESTPLRGRQKTIGLDSPTGIDFSDIT
ANSFTVHWIAPRATITGYRIRHHPEHFSGRPREDRVPHSRNSITLTNL
TRGTEYYVSIVALNGREESPLLIGRSR SHHHHHH

35 | Proteina FN-7- | WwWTPLSPPTNLHLETNPDTGVLTIVSWERSTTPDITGYRITTTPINGGQ
gagnfglgg de | GYSLEEVVHADQSSCTFDNLSPGLEYNVSVYTVKDDKESVPISDTIP
EVPOLTDLSFVDITDSSIGLRWTPLNSSTIIGYRITVWAAGEGIPIFEDFY
DSSVGYYTVTGLEPGIDYDISVITLINGGESAPTTLTQQTAVPPPTDLR
FTNIGPDTMRVTWAPPPSIDLTNFLVRY SPVKNEEDVAELSISPSDNA]
VWLTNLLPGTEYVVSVSSVYEQHESTPLRGROKTIGLDSPTGIDFSDIT
ANSETVHWIAPRATITG YRIRHHPEHMSGRPREDRVPPSRNSITLTNL
TPGTEYVVSIVALNGREESPLLIGRSR SHHHHHH

36 | Proteina FN-7- | wWTPLSPPTNLHLEANPDTGVLTVSWERSTIPOITGYRITTTIPTNGQQ
Fa?f'sg"*'s de | GTALEEVVHADQSSCTFENLNPGLEYNVSVYTVKDDKESAPISDTVIP
EVPOLTDLSFVDITDSSIGLRWTPLNSSTHGYRITVWAAGEGIPIFEDFV
DSSVGYYTVTGLEPGIDYDISVITLINGGESAPTTLTQQTAVPPPTDLR
FTNIGPDTMRVTWAPFPSIELTNLLVRYSPVKNEEDVAELSISPSDNA]
MVLTNLLPGTEYLVSVSSVYEQHESIPLRGROKTGLDSPTGFDSSDV
TANSFTVHWVAPRABITG YIRHHAEHSAGRERQURVEPSRNSITLTN
LNPGTEYIVTHAVNGREE SPPLIGRSRSHHHHHH

Anticuerpos anti-EDB

Los anticuerpos de la presente invencién se unen especificamente a EDB. Para la preparaciéon de ADCs de la
invencién, un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede ser cualquier anticuerpo
(incluyendo los anticuerpos descritos en la presente memoria), o un fragmento de unién al antigeno del mismo,
que se una especificamente a EDB. El anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, se puede aislar,
purificar o derivatizar para uso en la preparacién de un ADC de EDB.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "anticuerpo” o "Ab" se refiere a una molécula de inmunoglobulina
capaz de reconocer y de unirse a una diana o un antigeno especificos, tal como un carbohidrato, polinucleétido,
lipido, polipéptido, etc., a través de al menos un sitio de reconocimiento del antigeno, ubicado en la regién
variable de la molécula de inmunoglobulina. El término puede abarcar cualquier tipo de anticuerpo, incluyendo,
pero no limitado a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, "fragmentos de unién al antigeno" (o
porcién), tal como Fab, Fab', F(ab'),, Fd, Fv, Fc, etc., de anticuerpos intactos que conservan la capacidad de
unirse especificamente a un antigeno determinado (por ejemplo, EDB), una regién determinante de la
complementariedad aislada (CDR), anticuerpos biespecificos, anticuerpos heteroconjugados, mutantes de los
mismos, proteinas de fusién que tienen un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno del mismo (por
ejemplo, un anticuerpo del dominio), anticuerpos de cadena sencilla (ScFv) y de dominio sencillo (por ejemplo,
anticuerpos de tiburén y camélido), maxicuerpos, minicuerpos, intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos,
tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv (véase, por ejemplo, Holliger and Hudson, 2005, Nature Biotechnology 23(9):
1126-1136), anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos y cualquier otra configuracién modificada de la
molécula de inmunoglobulina que incluya un sitio de reconocimiento del antigeno de la especificidad requerida,
incluyendo variantes de glicosilaciéon de anticuerpos, variantes de secuencia de aminoéacidos de anticuerpos y
anticuerpos modificados covalentemente. Los anticuerpos pueden ser de origen murino, de rata, humano o de
7
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cualquier otro origen (incluyendo anticuerpos quiméricos o humanizados). En algunos aspectos de la invencion,
el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, de los ADCs de EDB divulgados es un anticuerpo
humano quimérico, humanizado o recombinante, o el fragmento de unién a EDB del mismo.

Los anticuerpos nativos o de origen natural y las inmunoglobulinas nativas son tipicamente glicoproteinas
heterotetraméricas de alrededor de 150,000 daltons, compuestas por dos cadenas ligeras (LC) idénticas y dos
cadenas pesadas (HC) idénticas. Cada cadena pesada tiene un dominio variable (VH) seguido de un nimero
de dominios o regiones constantes (por ejemplo, bisagra, CH1, CH2 o CH3), denominados "dominios CH".
Cada cadena ligera tiene un dominio variable (VL) y un dominio constante, denominado "dominio CL". El
término "regién constante” o "dominio constante” de un anticuerpo se refiere a la regién constante de la cadena
ligera del anticuerpo o a la regién constante de la cadena pesada del anticuerpo, ya sea sola o0 en combinacién.
Los dominios constantes no participan directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero muestran
diversas funciones efectoras, tal como la unién al receptor Fc (FcR), la participacion del anticuerpo en la
toxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC), la opsonizacién, el inicio de la citotoxicidad dependiente
del complemento y la desgranulacién de los mastocitos. Las regiones constantes de los anticuerpos EDB se
pueden derivar de regiones constantes de una cualquiera de IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM, cualquiera de los isotipos
de las misma (por ejemplo, isotipos IgG1, 1gG2, 19G3 o0 1gG4 de 1gG), asi como subclases y versiones mutadas
de las mismas.

El dominio CH1 incluye el primer dominio de la regién constante (el amino mas terminal) de una cadena pesada
de inmunoglobulina que se extiende, por ejemplo, desde alrededor de las posiciones 118-215 de acuerdo con
el indice EU de Kabat. El dominio CH1 es adyacente al dominio VH y el amino terminal de la regi6én bisagra de
una molécula de cadena pesada de inmunoglobulina, y no forma parte de la regién Fc de una cadena pesada
de inmunoglobulina.

La regién bisagra incluye la porciéon de una molécula de cadena pesada que une el dominio CH1 al dominio
CH2. Esta regién de bisagra comprende aproximadamente 25 residuos y es flexible, lo que permite que las dos
regiones de unién al antigeno N terminal se muevan independientemente. Las regiones de bisagra se pueden
subdividir en tres dominios distintos: dominios de bisagra superior, medio e inferior.

El dominio CH2 incluye la porcién de una molécula de inmunoglobulina de cadena pesada que se extiende, por
ejemplo, desde alrededor de las posiciones 231-340 de acuerdo con el indice EU de Kabat. El dominio CH2 es
Unico porque no esta estrechamente emparejado con otro dominio. En lugar de ello, se interponen dos cadenas
de carbohidratos ramificadas unidas por N entre los dos dominios CH2 de una molécula de IgG nativa intacta.
En algunos aspectos, el anticuerpo (o fragmento del mismo) de la invencién comprende un dominio CH2
derivado de una molécula de IgG, tal como 1gG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4. En algunos aspectos, la IgG es una IgG
humana.

El dominio CH3 incluye la porcién de una molécula de inmunoglobulina de cadena pesada que se extiende
aproximadamente 110 residuos desde el N terminal del dominio CH2, por ejemplo, desde alrededor de las
posiciones 341-447 de acuerdo con el indice EU de Kabat. El dominio CH3 normalmente forma la porcién C
terminal del anticuerpo. Sin embargo, en algunas inmunoglobulinas, dominios adicionales se pueden extender
desde el dominio CH3 para formar la porcién C terminal de la molécula (por ejemplo, el dominio CH4 en la
cadena { de IgM y la cadena ¢ de IgE). En algunos aspectos, el anticuerpo (o fragmento del mismo) de la
invencién comprende un dominio CH3 derivado de una molécula de 1gG, tal como 1gG1, 19G2, 19G3 o0 IgG4. En
algunos aspectos, la IgG es una IgG humana.

El dominio CL incluye el dominio de la regién constante de una cadena ligera de inmunoglobulina que se
extiende, por ejemplo, desde alrededor de las posiciones 108-214 de acuerdo con el indice EU de Kabat. El
dominio CL es adyacente al dominio VL. En algunos aspectos, el anticuerpo (o fragmento del mismo) de la
invencién comprende un dominio constante de la cadena ligera kappa (CLk). En algunos aspectos, el
anticuerpo (o fragmento del mismo) comprende un dominio constante de la cadena ligera lambda (CLA). CLk
tiene los loci polimérficos conocidos CLk-V/A45 y CLk-L/V83 (utilizando numeracion de Kabat), lo que permite
los polimorfismos Km(1): CLk-V45/L83; Km(1,2): CLk-A45/ L83; y Km(3): CLk-A45/V83. Los polipéptidos,
anticuerpos y ADCs de la invencién pueden tener componentes de anticuerpos con cualquiera de estas
regiones constantes de cadena ligera.

La regién Fc generalmente comprende un dominio CH2 y un dominio CH3. Aunque los limites de la regién Fc
de una cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar, la regién Fc de la cadena pesada de IgG humana
generalmente se define para extenderse desde un residuo de aminoécido en la posicién Cys226, o desde
Pro230 (de acuerdo con el indice EU de Kabat), hasta el carboxilo terminal del mismo. Una regién Fc puede
ser una regiéon Fc de secuencia nativa o una regién Fc variante. (Kabat et al,, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991).

Una "regién variable" de un anticuerpo se refiere a la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo o a la
regién variable de la cadena pesada del anticuerpo, ya sea solas 0 en combinacién. Como se sabe en latécnica,
las regiones variables de la cadena pesada y ligera constan cada una de cuatro regiones marco (FR)
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conectadas por tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR), también conocidas como
regiones hipervariables. Las CDRs de cada cadena se mantienen unidas en estrecha proximidad por las FRs
y, junto con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién del antigeno de los
anticuerpos.

Una CDR de un dominio variable se puede identificar de acuerdo con las definiciones de Kabat (Kabat et al.,
1992, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, NIH, Washington D.C),
Chotia (Chothia et al., Nature 342:877-883, (1989)), la acumulacién de Kabat y Chothia, definicibn de AbM
(derivada utilizando el software de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular (ahora Accelrys®)),
definicién de contacto (basada en contactos de antigenos observados, establecidos en MacCallum et al., J.
Mol. Biol., 262:732-745, (1996)), y/o definicion conformacional (Makabe et al., Journal of Biological Chemistry,
283:1156-1166, 2008) o cualquier método de determinacién de CDR bien conocido en la técnica. Tal como se
utiliza en la presente memoria, una CDR se puede referir a CDRs definidas por cualquier aproximacién conocida
en la técnica, incluyendo combinaciones de aproximaciones. Para la presente invencién, las CDRs establecidas
en la Tabla 2 a continuacién se derivaron utilizando las definiciones de Kabat y Chothia. Los anticuerpos anti-
EDB, o el fragmento de unién al antigeno los mismos, de la presente invencién incluyen una o mas CDR(s)
(tales como una, dos, tres, cuatro, cinco o las seis CDRs).

Un anticuerpo, un ADC o un polipéptido que "se une especificamente” o "se une preferencialmente" (utilizados
indistintamente en la presente memoria) a una diana o un antigeno (por ejemplo, proteina EDB) es un término
bien entendido en la técnica, y los métodos para determinar dicha unién especifica o preferencial también son
bien conocidos en la técnica. Se dice que una molécula muestra "unién especifica" o "unién preferencial" si
reacciona o se asocia con mayor frecuencia, mas rapidamente, con mayor duracién y/o con mayor afinidad con
una célula o sustancia particular que con células o sustancias alternativas. Un anticuerpo "se une
especificamente” o "se une preferencialmente”" a una diana o un antigeno si se une con mayor afinidad, avidez,
méas facilmente y/o con mayor duracién que cuando se une a otras sustancias. Por ejemplo, un anticuerpo que
se une especifica o preferencialmente a un epitope de EDB es un anticuerpo que se une a este epitope con
mayor afinidad, avidez, mas facilmente y/o con mayor duracién que cuando se une a otros epitopes de EDB o
epitopes que no son EDB.

El término "afinidad de enlace" o "Kp" tal como se utiliza en la presente memoria, se pretende referir a la
constante de disociacién del equilibrio de una interaccién antigeno-anticuerpo particular. La Kp es la proporcién
entre la tasa de disociacién, también llamada "tasa de disociacién" o "ky", a la tasa de asociacién, o "tasa de
asociacion”" o "kg". Por lo tanto, Kp es igual a ky/ka y se expresa como concentracién molar (M). De ello se
deduce que cuanto menor sea la Kp, mas fuerte es la afinidad de enlace. Por lo tanto, una Kp de 1 uM indica
una afinidad de unién débil en comparacién con una Kp de 1 nM. Los valores Kp de los anticuerpos se pueden
determinar utilizando métodos bien establecidos en la técnica. Un método para determinar la Kp de un
anticuerpo se realiza mediante el uso de resonancia plasménica de superficie, normalmente utilizando un
sistema de biosensor tal como un sistema BlAcore®. En la técnica se conocen otros ensayos estandar para
evaluar la capacidad de unién de ligandos tal como anticuerpos hacia dianas, incluyendo, por ejemplo, ELISAs,
inmunodeteccién tipo Western RIAs y analisis de citometria de flujo.

Un "anticuerpo aislado”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une especificamente a EDB esté sustancialmente libre de anticuerpos que se unen
especificamente a antigenos distintos a EDB). Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente
libre de otro material celular y/o productos quimicos. También se entiende que, al leer esta definicidén, por
ejemplo, un anticuerpo (o fraccidén o epitope) que se une especifica o preferencialmente a una primera diana
puede o no unirse especifica o preferencialmente a una segunda diana.

En algunos aspectos de la invencién, un ADC de EDB incluye un anticuerpo que compite por la unién a EDB
humano con, y/o se une al mismo epitope que, un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo,
descrito en la presente memoria.

El término "competir”, tal como se utiliza en la presente memoria con respecto a un anticuerpo, significa que un
primer anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, se une a un epitope de una manera
suficientemente similar a la unién de un segundo anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo,
de modo que el resultado de la unién del primer anticuerpo con su epitope cognhado disminuye de forma
detectable en presencia del segundo anticuerpo en comparacién con la unién del primer anticuerpo en ausencia
del segundo anticuerpo. La alternativa, donde la unién del segundo anticuerpo a su epitope también disminuye
de forma detectable en presencia del primer anticuerpo, puede ser el caso, pero no necesariamente. Es decir,
un primer anticuerpo puede inhibir la unién de un segundo anticuerpo a su epitope sin que ese segundo
anticuerpo inhiba la unién del primer anticuerpo a su epitope respectivo. Sin embargo, donde cada anticuerpo
inhibe de forma detectable la unién del otro anticuerpo con su epitope o ligando cognado, ya sea en la misma,
mayor o menor medida, se dice que los anticuerpos "compiten de forma cruzada" entre si por la unién de su(s)
respectivo(s) epitope(s). La presente invencién abarca tanto los anticuerpos competidores como los de
competencia cruzada. Independientemente del mecanismo por el cual ocurre dicha competencia o competencia
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cruzada (por ejemplo, impedimento estérico, cambio conformacional o unién a un epitope comun o porcién del
mismo), el técnico experto apreciaria, basdndose en las ensefianzas proporcionadas en la presente memoria,
que dichos anticuerpos competidores y/o de competencia cruzada estan abarcados y pueden ser Utiles para
los métodos divulgados en la presente memoria.

El anticuerpo "L19", también denominado en la presente memoria como anticuerpo "EDB-L19", es un
anticuerpo humano que se une a EDB. El anticuerpo L19 se divulga y caracteriza en Publicacién Internacional
PCT No. WO1997/045544, WO1999/058570 y WO2001/062800, y las secuencias de L19-EDB se proporcionan
en la presente memoria en la Tabla 2 (SEQ ID NOs. 1-16).

En algunos aspectos de la invencién, los anticuerpos utilizados para preparar ADCs de EDB pueden ser
anticuerpos monoclonales. El término "anticuerpo monoclonal" o "mAb" se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
componen a la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes
en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos y se dirigen contra un Gnico
sitio antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales, las cuales normalmente
incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopes), cada anticuerpo
monoclonal se dirige contra un Unico determinante del antigeno. El modificador "monoclonal” indica el caracter
del anticuerpo como siendo obtenido a partir de una poblacidén sustancialmente homogénea de anticuerpos y
no se debe de interpretar como que se requiere la produccion del anticuerpo mediante cualquier método en
particular.

En algunos aspectos de la invencién, los anticuerpos utilizados para preparar ADCs de la invencién pueden ser
monovalentes, es decir, que tienen un sitio de unidén al antigeno por molécula (por ejemplo, IgG o Fab). En
algunos casos, un anticuerpo monovalente puede tener mas de un sitio de unién al antigeno, pero los sitios de
unién provienen de diferentes antigenos. En algunos aspectos de la invencién, el anticuerpo, o fragmento de
unién al antigeno del mismo, de un ADC de la invencién puede incluir un "anticuerpo bivalente", es decir, que
tiene dos sitios de unién al antigeno por molécula (por ejemplo, 1gG). En algunos casos, los dos sitios de unién
tienen las mismas especificidades del antigeno. Alternativamente, los anticuerpos bivalentes pueden ser
biespecificos. Un anticuerpo "biespecifico", "doblemente especifico" o "bifuncional" es un anticuerpo hibrido
que tiene dos sitios de unién al antigeno diferentes. Los dos sitios de unién al antigeno de un anticuerpo
biespecifico se unen a dos epitopes diferentes, los cuales pueden residir en la misma diana proteica o en
diferentes.

El término "anticuerpo quimérico" pretende referirse a anticuerpos en los cuales parte o la totalidad de las
secuencias de la regién variable se derivan de una especie y las secuencias de la regién constante se derivan
de otra especie, tal como un anticuerpo en el cual las secuencias de la regién variable se derivan de un
anticuerpo de ratén y las secuencias de la regién constante se derivan de un anticuerpo humano.

Tal como se utiliza en la presente memoria, anticuerpo "humanizado" o "injertado con CDR" se refiere a formas
de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) que son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (tal como Fv, Fab, Fab', F(ab'), u otras subsecuencias de unién
al antigeno de anticuerpos) que contienen una secuencia minima derivada de una inmunoglobulina no humana.
Preferiblemente, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las
cuales los residuos de una o mas CDRs del receptor se reemplazan por residuos de una o mas CDRs de una
especie no humana (anticuerpo donador) tal como ratén, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas.

Los anticuerpos de la invencién se pueden producir utilizando técnicas bien conocidas en la técnica, por
ejemplo, tecnologias recombinantes, tecnologias de presentacién de fagos, tecnologias sintéticas o
combinaciones de dichas tecnologias u otras tecnologias facilmente conocidas en la técnica (véase, por
ejemplo, Jayasena, S.D., Clin. Chem., 45: 1628-50 (1999) y Fellouse, F.A., et al, J. Mol. Biol., 373(4):924-40
(2007)). Se puede encontrar orientacién adicional en Sambrook J. & Russell D. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2000); Ausubel et al., Short
Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, Wiley,
John & Sons, Inc. (2002); Harlow and Lane Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1998); y Coligan et al., Short Protocols in Protein Science, Wiley,
John & Sons, Inc. (2003).

Los é&cidos nucleicos que codifican para las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos utilizados para
preparar los ADCs de la invencién se pueden clonar en un vector para expresiéon o propagacién. La secuencia
que codifica para el anticuerpo de interés se puede mantener en un vector en una célula hospedera y luego la
célula hospedera se puede expandir y congelar para uso futuro. La produccién de anticuerpos monoclonales
recombinantes en cultivos celulares se puede llevar a cabo a través de la clonacidén de genes de anticuerpos
de células B por medios conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Tiller et al., J. Immunol. Methods
329:112-124, 2008; Patente U.S. No. 7,314,622.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "vector" se refiere a una construccion, la cual es capaz
de administrar y, preferiblemente, expresar, uno 0 més genes o secuencias de interés en una célula hospedera.
Los ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan a, vectores virales, vectores de expresion de ADN o ARN
desnudos, vectores de plasmidos, césmidos o fagos, vectores de expresién de ADN o ARN asociados con
agentes condensadores catiénicos, vectores de expresién de ADN o ARN encapsulados en liposomas y ciertas
células eucariotas, tal como células productoras.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "célula hospedera” incluye una célula individual o un
cultivo celular que puede ser o ha sido un receptor de vector(es) para la incorporacién de insertos de
polinucleétidos. Las células hospederas incluyen la progenie de una Unica célula hospedera, y la progenie
puede no ser necesariamente completamente idéntica (en morfologia o en complemento de ADN gendmico) a
la célula parental original debido a una mutacién natural, accidental o deliberada. Una célula hospedera incluye
células transfectadas in vivo con un polinucleétido(s) de esta invencion.

Como es conocido en la técnica, "polinucleétido”, "acido nucleico/nucleétido” y "oligonucleétido" se utilizan
indistintamente en la presente memoria, e incluyen formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, ya
sean desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, anélogos de los mismos o cualquier sustrato que se pueda
incorporar a una cadena mediante la ADN o ARN polimerasa. Los polinucleétidos pueden tener cualquier
estructura tridimensional y pueden realizar cualquier funcién, conocida o desconocida. Los polinucleétidos
pueden ser naturales, sintéticos, recombinantes o cualquier combinacién de los mismos.

Para todas las posiciones de aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada discutidos en la presente
invencién, la numeracién es de acuerdo con el indice Eu descrito por primera vez en Edelman et al., 1969,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA63(1):78-85, que describe la secuencia de aminoacidos de la proteina de mieloma
Eu, la cual es la primera IgG1 humana secuenciada. El indice Eu de Edelman et al. también se establece en
Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed., United States Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda. Por tanto, el "indice EU de acuerdo con lo establecido en
Kabat" o "indice EU de Kabat" se refiere al sistema de numeracién de residuos basado en el anticuerpo humano
Eu de IgG de Edelman et al., segun lo establecido en Kabat 1991.

El sistema de numeracién utilizado para la secuencia de aminoéacidos de la regién constante de la cadena ligera
es el establecido en Kabat 1991.

Los ADCs de EDB de la presente invencidn se pueden conjugar con el farmaco/carga util utilizando tecnologia
de cisteina convencional o tecnologia de conjugacién especifica del sitio. Para permitir la conjugacién
especifica del sitio a través de cisteinas disefiadas, el dominio constante se puede modificar para proporcionar
un residuo de cisteina reactivo disefiado en uno 0 mas sitios especificos (a veces denominados como mutantes
"Cys"). Para permitir la conjugacion especifica del sitio a través de la conjugacién basada en transglutaminasa,
una etiqueta que contiene glutamina ("Q") donadora de acilo o una glutamina enddgena se vuelve reactiva
mediante el disefio de polipéptidos en presencia de transglutaminasa y una amina.

La presente invencidn prevé la optimizacion del anticuerpo L19-EDB mediante la generacién de un anticuerpo
no inmunogénico. En algunos aspectos, la regiéon constante de IgG1 humana de L19-EDB que comprende un
alotipo de G1m(a) que tiene acido aspértico (D) en la posicién 356 y leucina (L) en la posicién 358, puede
sustituirse por un alotipo no G1m(a) que tiene acido glutdmico (E) en la posicién 356 y metionina (M) en la
posicién 358 (de acuerdo con la numeracién del indice EU de Kabat).

Ademas, para reducir los posibles riesgos quimicos y la unién del antigeno a un sitio putativo de glicacién de
proteinas, los anticuerpos anti-EDB de la presente invenciéon pueden tener una regién variable de la cadena
pesada que comprende una mutacién de lisina (K) en la posicién 94 (de acuerdo con la numeracién del indice
EU de Kaba) a una arginina (R), por ejemplo (K94R).

Para la conjugacién especifica del sitio a través de cisteinas disefiadas, el dominio constante de la cadena
pesada del anticuerpo anti-EDB puede comprender un residuo de cisteina disefiado reactivo en la posicién 290
(K290C), de acuerdo con la numeracidn del indice EU de Kabat. Se pueden introducir sustituciones de cisteina
adicionales. En otro aspecto, el dominio constante de la cadena ligera del anticuerpo anti-EDB puede
comprender un residuo de cisteina disefiado reactivo en la posicion 183 (kK183C), de acuerdo con la
numeracion de Kabat. Se pueden introducir sustituciones de cisteina adicionales.

Para la conjugacién especifica del sitio a través de residuos de glutamina disefiados, el dominio constante de
la cadena pesada del anticuerpo anti-EDB puede comprender una etiqueta disefiada que contiene glutamina
H16 LLQG (SEQ ID NO: 40). Ademas, para optimizar esta conjugacion especifica del sitio, el aminoacido lisina
(K) en la posicidén 222 (de acuerdo con el indice EU de Kabat) en la cadena pesada puede sustituirse por una
arginina (R), por ejemplo (K222R).

Las modificaciones de amino&cidos se pueden realizar mediante cualquier método conocido en la técnica y
muchos de estos métodos son bien conocidos y rutinarios para el técnico experto, por ejemplo, mutaciones,
sustituciones, eliminaciones y/o adiciones. Por ejemplo, pero no como limitacién, las sustituciones,
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eliminaciones e inserciones de aminoécidos se pueden lograr utilizando cualquier técnica bien conocida basada
en PCR. Las sustituciones de aminoacidos se pueden realizar mediante mutagénesis dirigida al sitio (véase,
por ejemplo, Zoller and Smith, 1982, Nucl. Acids Res. 10:6487-6500; y Kunkel, 1985, PNAS 82:488).

En algunos aspectos de la invencién, los ADCs de EDB incluyen un anticuerpo, o un fragmento de unién al
antigeno del mismo, que tiene una cadena pesada y/o una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécidos que es al menos 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % idéntica a cualquiera de las cadenas pesadas o ligeras
divulgadas en la presente memoria. Los residuos que han sido alterados pueden estar en la regién variable o
en la regién constante del anticuerpo. En algunos aspectos, no hay més de 1, 2, 3, 4 o0 5 residuos que hayan
sido alterados en comparacién con cualquiera de las cadenas pesadas o ligeras divulgadas en la presente
memoria.

El término "porcentaje idéntico” en el contexto de secuencias de aminoacidos significa el nimero de residuos
en dos secuencias que son iguales cuando se alinean para lograr la maxima correspondencia. Hay varios
algoritmos diferentes conocidos en la técnica que se pueden utilizar para medir el porcentaje de identidad de
aminoacidos (es decir, la herramienta de alineacion local basica o BLAST®). A menos que se especifique lo
contrario, se utilizan los parametros predeterminados para un programa o algoritmo en particular.

Para uso en la preparacién de ADCs de EDB, los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser
sustancialmente puros, es decir, al menos 50 % puros (es decir, libres de contaminantes), méas preferiblemente,
al menos 90 % puros, mas preferiblemente, al menos 95 % puros, aln mas preferiblemente, al menos 98 %
puros, y lo mas preferiblemente, al menos 99 % puros.

Las Tablas 2 y 3 proporcionan las secuencias de aminoacidos (proteinas) y las secuencias de acidos nucleicos
(ADN) asociadas de los anticuerpos anti-EDB de la presente invencién. Las CDRs son como es definido por
Kabat y Chothia. Los residuos sombreados identifican mutaciones, sustituciones yfo inserciones de
aminoécidos relacionadas con la optimizacién de anticuerpos y los residuos subrayados identifican mutaciones,
sustituciones y/o inserciones de aminoacidos relacionadas con la tecnologia de conjugacién especifica del sitio.

Tabla 2. Secuencias de anticuerpos anti-EDB

SEQ Descripcion Secuencia
ID
NO.
1 Proteina EVQLLESGGGLVQAPGGSLRLSCAASGFTRFESFSMEWVRQAPGKG

EDB-LISVH | | evW/SSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAED
TAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSS

2 | ADN de EDB- | GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTG
L19 VH GGGGETCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
AGCAGTTTTTCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCBRTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG

TITGACTACTGGGGCCAGGGAACCOCTGGTCACCGTCTCGAGT

3 EDB L19 VH | SFSMS
CDR1 Kabat

4 EDB-L19 VH | GFTSSF
CDR1
Chothia

5 EDB-L19 VH | SISGSSGTTYYADSVKG
CDR2 Kabat

6 EDB-L19 VH | SGSSGT
CDR2
Chothia

7 EDB-L19 VH | PFPYFDY
CDR3
Kabat/Chothia

12



ES 3007 557 T3

Proteina 1gG1
humana EDB-
L19 HC

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVYRQAPGKG
LEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAED
TAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSEVVTVPSESSLGTATYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEY
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVOKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

ADN de EDB-
L19 HC

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
AGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGE
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAAGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAACCGTTTICCGTAT
TTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
CGTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCLTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGET
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAA
ATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCC
AAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT
GGTCGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGBAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG
TACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGG
TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCOTGGAGTCGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC
TACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGA

ACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGUTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

10

Proteina
EDB-L19 VL

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSFLAWYQQKPGQAPR
LLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTG
RIPPTFGQGTKVEIK
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1

ADN de EDB-
L19 VL

GAAATTGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTITGTCTCC
AGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTT
AGCAGCAGCTTTTITAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGG
CTCCCAGGCTCCTCATCTATTATGCATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTAT
TACTGTCAGCAGACGGGTCGTATTCCGCCGACGTTCGGCTCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAA

12

EDB-L19 VL
CDR1
Kabat/Chothia

RASQSVSSSFLA

13

EDB-L19 VL
CDR2
Kabat/Chothia

YASSRAT

14

EDB-L19 VL
CDR3
Kabat/Chothia

QQTGRIPPT

15

Proteina
Kappa
humana EDB-
L19 LC

EIVLTQEPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSFLAWY QUKPGQAPR
LLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTG
RIPPTFCQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPESDEQLKSGTABVVCLLNNF
YPREAKVOQWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQOLSSPVTKSFNRGEC

16

ADN de EDB-
L19 LC

GAAATTGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTIGTCTCC
AGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTT
AGCAGCAGCTTTTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGG
CTCCCAGGCTCCTCATCTATTATGCATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTAT
TACTGTCAGCAGACGGGTCEGTATTCCGCCGACGTTCGGCCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATCAGCAGTTGAAATCTGGAACTG
CCTCTGTTGTGTGCCTGCTCAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCC
AAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGLCCTCCAATCGGGTAACTC
CCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

17

Proteina
EDB-PFE HC

EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVYRQAPGKG
LEWVSSISCGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAED
TAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS

GOTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQESGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVERPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTOVVVDVYSHEDPEY
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK

EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV

SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTRPPVLDSDGSFRLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

18

ADN de EDB-
PFE HC

GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
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AGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAAGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTAT
TTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
CGTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGET
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTICCCGGCTGTCCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAA
ATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCC
AAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT
GGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG
TACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTICTTCCTC
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGA
ACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCGGGT

19

Proteina
EDB-(K290C)
HC

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKG
LEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVEQSSGLYS
LSSWWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVERPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTCPREEQYNSTYRVVEVLTVLHOGDWLNGK
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLELSPG
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20

ADN de EDB-
(K290C) HC

GAGGTGCAGCTETTGGAGTCTGGGGCGAGGCTTGGTACAGCLTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
AGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCEGCCAGGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCLGGTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAAGACACGGCCGTATATTACTGCTGCGAAACCGTTTCCGTAT
TTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
CGTCGACCAAGGGLCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGETGCCTGET
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGLGTGCACACCTTCCCGGCTGTCLTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAA
ATCTTGTGACAAAMACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTG

AACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCC
AAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCLCTGAGGTCACATECGT
GOTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACATGCC
CGCGGCAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTOTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGUTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGBCCCCGAGAACCACAGGTG
TACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGS
TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGLCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGA
ACGTCTTCTCATGCTCCGTCATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCGGGT

21

Proteina
EDB-(K94R)
VH

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFEMSWYRQAPGKG
LEWVSESISGESGTTYYADSVYKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCARPFPYFDYWGQGTLVTVSS

22

ADN de EDB-
(K94R) VH

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTG

AGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTCAAGCGCCOGTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAAGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGACCGTTTCCGTAT
TTTGACTACTGGEGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

23

Proteina
EDB-(K94R)
HC

EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVYRQAPGKG
LEVWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAED
TAVYYCARPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFRLAPSSKSTS

GGTAALGCLVKDYFPEPVTVEWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCP
PCRAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEY

KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK

EYKCKYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQY
SLYCLVKGFYPSDIAVEWESNGQRPENNYKTTPPVLDSDGSFRLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

16
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24

ADN de EDB-
(K94R) HC

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
AGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGS
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATCAACAGCLUTGAGAG
CCGAAGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGACCGTTTCCGTAT
TTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
CGTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGLLCTGGGCTGCCTGET
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGUGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGARAGTTGAGCCCAA
ATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCUCAGCACCTG
AACTCCTGGGGGCGACCGTCAGTCTTICCTCTTCCCCCCAAAACCC
AAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGLGT

GGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGCTACGTGGACGGCGTCGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGETG
TACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGS
TCAGCCTGACCTGCCTGGETCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCITCCTC
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGA
ACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCGGET

25

Proteina
EDB-(K94R-
K290C) HC

EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKG
LEWVSSISGSBGTTYYADSVKGRFTISRDONSKNTLYLOQMNSLRAED
TAVYYCARPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS

GGTAALGCLVKDYFPERPVTVEWNSGALTSGVHTFPAVLOSEGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTCPREEQYNSTYRVVEVLTVLHODWLNGK

EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQV

SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

17
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26

ADN de EDB-
(K94R-
K290C) HC

GAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
AGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAAGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGACCGTTTCCGTAT
TTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
CGTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTICCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGET
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCO
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAA
ATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCETG
AACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCC
AAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT
GGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACATGCC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG
TACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGEG
TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTICCTC
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGA
ACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCCGGA

27

Proteina
EDB-(H16-
K222R) HC

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKG
LEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVYWTVPSSSLETATYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDRTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPRELLQGSTYRVVEVLTVLHQDWLNGKE

LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSEG

18
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28

ADN de EDB-
(H16-K222R)
HC

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
AGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGS
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAAGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTAT
TTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
CGTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGET
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTAGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCA
CAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAAT
CTTGTGACCGCACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAA
GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACCTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCC
GCGGGAGCTGCTGCAGGGGAGCACGTACCGTGTGGTCAGCET
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG
TACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTITCCTC
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGA
ACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT

29

Proteina
EDB-(K94R-
H16-K222R)
HC

EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVYRQAPGKG
LEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCARPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYS
LSSWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDRTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTRFEVTCVVVDVSHEDPEV
KFENWYVDGVEVHNAKTKPRELLQGSTYRVVSVLTVIHQDWILNGKE
YKCKVSNKALPARIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLELSPG

30

EDB-(K94R-
H16-K222R)
HC

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCLTG
GGGGGTCCCTCAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
AGCAGTTTTTCGATGAGCTGGETCCGCCAGGCTCCAGGGAAGG

19
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ADN

GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGTGGTAGTTCGGGTACCACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAAGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGACCGTTTCCGTAT
TTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
COTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGET
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTAGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCA
CAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAAT
CTTGTGACCGCACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAA
GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCC
GCGGGAGCTGCTGCAGGGGAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG
TACACCCTGCCCCCATCCCCGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGA
ACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCCGGA

31 | Proteina EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSFLAWYQQKPGQAPR
EDB- LLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTOFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTS
(KK183C)LC | RIPPTEGQGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF

YPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSCA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSFNRGEC
32 @%‘s%ec)EEg GAAATTGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTOTCC

AGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGLCAGTCAGAGTETT
AGCAGCAGCTTTTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGG
CTCCCAGGCTCCTCATCTATTATGCATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTICA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTAT
TACTGTCAGCAGACGGGTCGTATTCCGCCGACGTTCGGCCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTC
TTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGC
CTCTGTTGTGTGLCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCA
AAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCC
CAGGAGAGTGETCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACA
GCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCTGCGCAGACTACGAGAA
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGET
CGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

En algunos aspectos de la invencién, un ADC de EDB incluye un anticuerpo, o un fragmento de unién al

antigeno del mismo, que se une al dominio B extra (EDB) de fibronectina (FN).

En aspectos de la invencién, un anticuerpo de la presente invencién, o un fragmento de unién al antigeno del
mismo, tiene una regién variable de la cadena pesada (VH) y una regién variable de la cadena ligera (VL), en
el que la VH tiene tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 3, 5y 7. En aspectos de la invencion, un anticuerpo,
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o un fragmento de unién al antigeno del mismo, tiene una regién variable de la cadena pesada (VH) y una
region variable de la cadena ligera (VL), en el que la VL tiene tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 12, 13
y 14. Un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, tiene un VH que tiene tres CDRs que
comprenden SEQ ID NOs: 3, 5y 7; y una VL que tiene tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 12, 13y 14.

En otro aspecto, un anticuerpo de la presente invencién, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, tiene
una regién variable de la cadena pesada (VH) que comprende una CDR1 de VH de SEQ ID NO: 3, una CDR2
de VH de SEQ ID NO: 5 y una CDR3 de VH de SEQ ID NO: 7 (de acuerdo con Kabat). En otro aspecto, un
anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, tiene una regién variable de la cadena ligera (VL)
que comprende una CDR1 de VL de SEQ ID NO: 12, una CDR2 de VL de SEQ ID NO: 13 y una CDR3 de VL
de SEQ ID NO: 14 (de acuerdo con Kabat y Chothia).

En algunos aspectos de la invencién, un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede
tener una regién variable de la cadena pesada que comprende SEQ ID NOs: 1 0 21 y/o una regién variable de
la cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 10. Un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo,
puede comprender: una regidn variable de la cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que es
al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1 y una regién variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 10; una regién variable de la cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 21 y una regién variable de
la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoécidos que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 10;
una regién variable de la cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 1 y una regién variable de la cadena
ligera que comprende SEQ ID NO: 10; o una regién variable de la cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
21 y una regién variable de la cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 10.

En otro aspecto de la invencidn, un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede tener
una cadena pesada que comprende una cualquiera de SEQ ID NOs: 19 o 25, y una cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 31. Se describen en la presente memoria, pero no de acuerdo con la invencién, un
anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que comprende una cadena pesada que comprende
SEQ ID NOs: 8, 17, 23, 27 y 29, y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 15.

Un anticuerpo de la presente invencién, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede comprender:
una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 19
y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 31;
una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 25
y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 31.

Un anticuerpo de la presente invencién, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede comprender:
una cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 19 y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31; una
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 25 y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31.

Tabla 3. SEQ ID NOs para diversos anticuerpos anti-EDB. CDRs en Kabat y Chothia.

VH | CDR1 CDR2 CDR3 HC | VL | CDR1 CDR2 CDR3 LC
de VH de VH de VH de VL de VL de VL
EDB-L19 1 3(4) 5(6) 7 8 10 | 12 13 14 15
EDB-PFE 1 3(4) 5(6) 7 17 |1 10 | 12 13 14 15
EDB-(kK183C- 1 3(4) 5(6) 7 19 |10 | 12 13 14 31
K290C)
EDB-(K94R) 21 | 3(4) 5(6) 7 23 110 | 12 13 14 15
EDB-(kK183C- 21 | 3(4) 5(6) 7 25 110 | 12 13 14 31
K94R-K290C)
EDB-(H16- 1 3(4) 5(6) 7 27 110 | 12 13 14 15
K222R)
EDB-(K94R- 21 | 3(4) 5(6) 7 29 |1 10 | 12 13 14 15
H16-K222R)
Farmacos

Los farmacos Utiles en la preparacién de los ADCs de EDB divulgados incluyen cualquier sustancia que tenga
actividad biolégica o detectable, por ejemplo, agentes terapéuticos, etiquetas detectables, agentes de unién,
21
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etc., y profarmacos, los cuales se metabolizan a un agente activo in vivo. Un farmaco también puede ser un
derivado de farmaco, en el que un farmaco ha sido funcionalizado para permitir la conjugacién con un
anticuerpo de la invencion.

Un agente terapéutico es un agente que ejerce un efecto citotéxico, citostatico y/o inmunomodulador sobre las
células cancerigenas o las células inmunes activadas. Los ejemplos de agentes terapéuticos incluyen agentes
citotéxicos, agentes quimioterapéuticos, agentes citostaticos y agentes inmunomoduladores. Un efecto
citotoxico se refiere al agotamiento, eliminacién y/o la muerte de una o més células diana. Un agente citotéxico
se refiere a un agente que tiene un efecto citotoxico y/o citostético en una célula. Un efecto citostético se refiere
a la inhibicion de la proliferaciéon celular. Un agente citostatico se refiere a un agente que tiene un efecto
citostético sobre una célula, inhibiendo asi el crecimiento y/o la expansiéon de un subconjunto especifico de
células. Un agente quimioterapéutico se refiere a un agente que es un compuesto quimico util en el tratamiento
del cancer. Un agente inmunomodulador se refiere a un agente que estimula la respuesta inmune a través de
la produccién de citocinas y/o anticuerpos y/o modulando la funcién de las células T, inhibiendo o reduciendo
asi el crecimiento de un subconjunto de células (es decir, células tumorales), ya sea directa o indirectamente,
permitiendo que otro agente sea mas eficaz.

En algunos aspectos, el farmaco es un farmaco permeable a la membrana. En tales aspectos, la carga util
puede provocar un efecto espectador en el que las células que pueden no expresar EDB+ de FN o tener EDB+
de FN unido a su superficie, pero que rodean a la célula que esté unida por el ADC, son destruidas por la carga
util permeable a la célula. Esto ocurre cuando la carga util se libera del anticuerpo (es decir, mediante la escisién
de un enlazador escindible) y cruza la membrana celular y, tras la difusién, induce la muerte de las células
circundantes.

De acuerdo con los métodos divulgados, los ADCs de EDB se pueden producir o generar teniendo (a) un
anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a EDB; (b) un enlazador y (c) un
farmaco. La proporcién farmaco a anticuerpo (DAR), o carga del farmaco, indica el nUmero de moléculas del
farmaco conjugadas por anticuerpo. Las composiciones, los lotes y/o las formulaciones de una pluralidad de
ADCs se pueden caracterizar mediante una DAR promedio. La DAR y la DAR promedio se pueden determinar
mediante diversos medios convencionales, tal como espectroscopia UV, espectroscopia de masas, ensayo de
ELISA, métodos radiométricos, cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC), electroforesis y HPLC.

En aspectos de la invencidén, un ADC de EDB puede tener una DAR de 1, una DAR de 2, una DAR de 3, una
DAR de 4, una DAR de 5, una DAR de 6, una DAR de 7, una DAR de 8, una DAR de 9, una DAR de 10, una
DAR de 11, una DAR de 12 o una DAR mayor que 12. En aspectos de la invencién, un ADC de EDB puede
tener una molécula del farmaco, o 2 moléculas del farmaco, o 3 moléculas del farmaco, o 4 moléculas del
farmaco, o 5 moléculas del farmaco, o 6 moléculas del farmaco, o 7 moléculas del farmaco, u 8 moléculas del
farmaco, o 9 moléculas del farmaco, o 10 moléculas del farmaco, u 11 moléculas del farmaco, o 12 moléculas
del farmaco o0 mas de 12 moléculas.

En aspectos de la invencién, un ADC de EDB puede tener una DAR promedio en el intervalo de alrededor de
2 a alrededor de 4, o una DAR promedio en el intervalo de alrededor de 3 a alrededor de 5, 0 una DAR promedio
en el intervalo de alrededor de 4 a alrededor de 6, o una DAR promedio en el intervalo de alrededor de 5 a
alrededor de 7, o0 una DAR promedio en el intervalo de alrededor de 6 a alrededor de 8, o una DAR promedio
en el intervalo de alrededor de 7 a alrededor de 9, o una DAR promedio en el intervalo de alrededor de 8 a
alrededor de 10, o una DAR promedio en el intervalo de alrededor de 9 a alrededor de 11, 0 una DAR promedio
en el intervalo de alrededor de 10 a alrededor de 12, etc. En algunos aspectos, las composiciones, los lotes y/o
las formulaciones de ADCs de EDB pueden tener una DAR promedio de alrededor de 1, o una DAR promedio
de alrededor de 2, una DAR promedio de alrededor de 3, o una DAR promedio de alrededor de 4, o una DAR
promedio de alrededor de 5, una DAR de alrededor de 6, o0 una DAR promedio de alrededor de 7, o0 una DAR
promedio de alrededor de 8, o una DAR promedio de alrededor de 9, o una DAR promedio de alrededor de 10,
o una DAR promedio de alrededor de 11, o una DAR promedio de alrededor de 12 o una DAR promedio mayor
que 12. Tal como se utiliza en los intervalos anteriores de DAR promedio, el término "alrededor de" significa +/-
0.5 %.

Una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB se puede caracterizar por un intervalo preferible
de DAR promedio, por ejemplo, una DAR promedio en el intervalo de alrededor de 3 a alrededor de 5, una DAR
promedio en el intervalo de alrededor de 3 a alrededor de 4, o una DAR promedio en el intervalo de alrededor
de 4 a alrededor de 5. Ademas, una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB se puede
caracterizar por un intervalo preferible de DAR promedio, por ejemplo, una DAR promedio en el intervalo de 3
a 5, una DAR promedio en el intervalo de 3 a 4, o una DAR promedio en el intervalo de 4 a 5.

En algunos aspectos de la invencién, una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB se puede
caracterizar por una DAR promedio de alrededor de 1.0, 0 una DAR promedio de 1.0, o una DAR promedio de
1.1, o una DAR promedio de 1.2, o una DAR promedio de 1.3. o una DAR promedio de 1.4, o una DAR promedio
de 1.5, o una DAR promedio de 1.6, o una DAR promedio de 1.7, o una DAR promedio de 1.8, o una DAR
promedio de 1.9. En otro aspecto, una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB se puede
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caracterizar por una DAR promedio de alrededor de 2.0, o una DAR promedio de 2.0, o una DAR promedio de
2.1, 0 una DAR promedio de 2.2. 0 una DAR promedio de 2.3, o0 una DAR promedio de 2.4, o0 una DAR promedio
de 2.5, o0 una DAR promedio de 2.6, o una DAR promedio de 2.7, o una DAR promedio de 2.8, o una DAR
promedio de 2.9. En otro aspecto, una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB se puede
caracterizar por una DAR promedio de alrededor de 3.0, o una DAR promedio de 3.0, o una DAR promedio de
3.1. 0 una DAR promedio de 3.2, 0 una DAR promedio de 3.3, 0 una DAR promedio de 3.4, o una DAR promedio
de 3.5, o0 una DAR promedio de 3.6, o una DAR promedio de 3.7, o una DAR promedio de 3.8, o una DAR
promedio de 3.9. En otro aspecto, una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB se puede
caracterizar por una DAR promedio de alrededor de 4.0, o una DAR promedio de 4.0, o una DAR promedio de
4.1. 0 una DAR promedio de 4.2, 0 una DAR promedio de 4.3, o una DAR promedio de 4.4. 0 una DAR promedio
de 4.5, o una DAR promedio de 4.6, o una DAR promedio de 4.7, o una DAR promedio de 4.8, o una DAR
promedio de 4.9, o una DAR promedio de 5.0.

En otro aspecto, una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB se puede caracterizar por una
DAR promedio de 12 0 menos, una DAR promedio de 11 o menos, una DAR promedio de 10 0 menos, una
DAR promedio de 9 0 menos, una DAR promedio de 8 o menos, una DAR promedio de 7 0 menos, una DAR
promedio de 6 0 menos, una DAR promedio de 5 o menos, una DAR promedio de 4 o menos, una DAR
promedio de 3 0 menos, una DAR promedio de 2 0 menos o una DAR promedio de 1 0 menos.

En otros aspectos, una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB se puede caracterizar por
una DAR promedio de 11.5 0 menos, una DAR promedio de 10.5 0 menos, una DAR promedio de 9.5 0 menos,
una DAR promedio de 8.5 o menos, una DAR promedio de 7.5 0 menos, una DAR promedio de 6.5 0 menos,
una DAR promedio de 5.5 0 menos, una DAR promedio de 4.5 0 menos, una DAR promedio de 3.5 0 menos,
una DAR promedio de 2.5 0 menos, una DAR promedio de 1.5 0 menos.

En algunos aspectos de la presente invencién, los métodos para la conjugacion convencional mediante
residuos de cisteina y las condiciones de purificacién divulgadas en la presente memoria proporcionan una
composicion, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB con una DAR promedio optimizada en el intervalo
de alrededor de 3 a 5, preferiblemente alrededor de 4.

En algunos aspectos de la presente invencién, los métodos para la conjugacidén especifica del sitio mediante
residuos de cisteina disefiados y las condiciones de purificacién divulgadas en la presente memoria
proporcionan una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB con una DAR promedio
optimizada en el intervalo de alrededor de 3 a 5, preferiblemente alrededor de 4.

En algunos aspectos de la presente invencién, los métodos para la conjugacidén especifica del sitio mediante
condiciones de conjugacién y purificacién basadas en transglutaminasa divulgadas en la presente memoria
proporcionan una composicién, un lote y/o una formulacién de ADCs de EDB con una DAR promedio
optimizada en el intervalo de alrededor de 1 a 3, preferiblemente alrededor de 2.

Los ejemplos de agentes citotéxicos incluyen, pero no se limitan a, una antraciclina, una auristatina, CC-1065,
una dolastatina, una duocarmicina, una enediina, una geldanamicina, una maitansina, una puromicina, un
taxano, un alcaloide de la vinca, SN-38, tubulisina, hemiasterlina y esterecisémeros, isésteros, analogos o
derivados de los mismos. También se pueden utilizar toxinas vegetales, otras proteinas bioactivas, enzimas (es
decir, ADEPT), radioisétopos y fotosensibilizadores (es decir, para terapia fotodinamica).

Las antraciclinas se derivan de bacterias Streptomyces y se han utilizado para tratar una amplia gama de
canceres, tal como leucemias, linfomas, cancer de mama, de utero, de ovario y de pulmén. Las antraciclinas
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, daunorrubicina, doxorrubicina (es decir, adriamicina), epirrubicina,
idarrubicina, valrubicina y mitoxantrona.

Las dolastatinas y sus analogos peptidicos y derivados, las auristatinas, son agentes antimitéticos muy potentes
que han demostrado tener actividad anticancerigena y antifungica. Véase, por ejemplo, Patente U.S. No.
5,663,149 y Pettit et al., Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965, (1998). Las dolastatinas y auristatinas
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, dolastatina 10, auristatina E, auristatina EB (AEB), auristatina EFP
(AEFP), MMAD (monometil auristatina D o monometil dolastatina 10), MMAF (monometil auristatina F o N-
metilvalina-valina-dolaisoleuina-dolaproina-fenilalanina), MMAE (monometil auristatiha E o N-metilvalina-
valina-dolaisoleuina-dolaproina-norefedrina), éster de acido 5-benzoilvalérico-AE (AEVB) y otros nuevos.

En algunos aspectos, el farmaco/la carga Util es una auristatina. Las auristatinas inhiben la proliferacion celular
mediante la inhibicidn de la formacién de microtubulos durante la mitosis a través de la inhibicién de la
polimerizacién de la tubulina. Publicacién Internacional PCT No. WO 2013/072813, divulga auristatinas que son
utiles en los ADCs de EDB de la presente invencién y proporciona métodos para producir las auristatinas. Por
ejemplo, la carga atil 0101 tiene la estructura:
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la carga util 9411 que tiene la estructura:
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la carga Util 4574 que tiene la estructura:

la carga Util DM1 que tiene la estructura:
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y

la carga util Cemadotin que tiene la estructura:

wo © H SH
~N N\./lLN N N—\_-N
| L o O

O

5 La duocarmicina y el CC-1065 son mondmeros basados en CPI que actian como agentes alquilantes de ADN
con potencia citotéxica. Véase Boger and Johnson, PNAS 92:3642-3649, 1995. Las dolastatinas ejemplares
incluyen, pero no se limitan a, (+)-docarmicina A y (+)-duocarmicina SA, y (+)-CC-1065.

En algunos aspectos, el farmaco/la carga Util es un dimero de CPl o CBI. Los dimeros de CPI inducen el
entrecruzamiento del ADN entre cadenas y una potente citotoxicidad. Publicacién Internacional PCT No.

10 WO2015/110935, divulga dimeros de CPIl y CBI que son Utiles en los ADCs de EDB de la presente invencioén y
proporciona métodos para producir los dimeros de CPI y CBI. Por ejemplo, el dimero de carga util CPI-8314
tiene la estructura:

&

%
%,
<,

y

15 la carga util CPI1-0326 que tiene la estructura:

Las enediinas son una clase de productos bacterianos antitumorales caracterizados por ya sea anillos de nueve
y diez miembros o por la presencia de un sistema ciclico de enlaces triples dobles triples conjugados. Las
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enediinas ejemplares incluyen, pero no se limitan a, caligueamicina, esperamicina y dinemicina. La
caliqueamicina, también llamada complejo LL-E33288, por ejemplo, B-caliqueamicina, y-caliqueamicina o N-
acetil-y-caliqueamicina (gamma-caliqueamicina (y1)), s un antibidtico enediinico que se aislé originalmente
como un producto natural del organismo del suelo Micromonospora echinospora ssp. calichensis (Zein et al.
Science 27;240(4856):1198-1201, 1988); genera rupturas en el ADN de doble cadena y posteriormente induce
la apoptosis en las células diana (Zein et al. Science 27,240(4856):1198-1201, 1988; Nicolaou et al. Chem. Biol.
Sep;1(1):57-66, 1994, Prokop et al. Oncogene 22:9107-9120, 2003). El analogo disulfuro es N-acetil-y-
calicheamicina dimetilhidrazida.

Las geldanamicinas son antibiéticos de ansamicina benzoquinona que se unen a Hsp90 (proteina de choque
térmico 90) y se han utilizado como farmacos antitumorales. Las geldanamicinas ejemplares incluyen, pero no
se limitan a, 17-AAG (17-N-Alilamino-17-Demetoxigeldanamicina) y 17-DMAG (17-Dimetilaminoetilamino-17-
demetoxigeldanamicina).

Las maitansinas o sus derivados, los maitansinoides, inhiben la proliferacién celular mediante la inhibicién de
la formacién de microtubulos durante la mitosis a través de la inhibicién de la polimerizacién de la tubulina.
Véase Remillard et al., Science 189:1002-1005, 1975. Las maytansinas y maitansinoides ejemplares incluyen,
pero no se limitan a, la mertansina (DM1) y sus derivados, asi como ansamitocina.

Los taxanos son diterpenos que actian como agentes anti tubulina o inhibidores mitéticos. Los taxanos
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, paclitaxel (por ejemplo, TAXOL®) y docetaxel (TAXOTERE®).

Los alquiloides de la vinca también son agentes anti tubulina. Los alquiloides de la vinca ejemplares incluyen,
pero no se limitan a, vincristina, vinblastina, vindesina y vinorelbina.

En algunos aspectos de la invencién, el agente es un agente inmunomodulador. Los ejemplos de un agente
inmunomodulador incluyen, pero no se limitan a, gancyclovier, etanercept, tacrolimus, sirolimus, voclosporina,
ciclosporina, rapamicina, ciclofosfamida, azatioprina, micofenolato mofetilo, metotrexato, glucocorticoide y sus
analogos, citocinas, xantinas, factores de crecimiento de células madre, linfotoxinas, factor de necrosis tumoral
(TNF), factores hematopoyéticos, interleucinas (por ejemplo, interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-18 e IL-21), factores estimulantes de colonias (por ejemplo, factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF) y factor estimulante de colonias de macréfagos granulocitos (GM-CSF)), interferones (por ejemplo,
interferones-a, B y -y), el factor de crecimiento de células madre denominado “factor S 17, la eritropoyetina y la
trombopoyetina, o una combinacién de los mismos.

Los agentes inmunomoduladores Utiles en la invencién también incluyen antihormonas que bloquean la accién
de las hormonas sobre los tumores y agentes inmunosupresores que suprimen la produccién de citocinas,
regulan negativamente la expresién de autoantigenos o enmascaran los antigenos MHC. Las antihormonas
representativas incluyen anti estrégenos que incluyen, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles
inhibidores de la aromatasa, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY 117018, onapnstona y toremifeno; y
antiandrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; y agentes anti
adrenales. Los agentes inmunosupresores representativos incluyen pirimidinas 2-amino-6-aril-5-sustituidas,
azatioprina, ciclofosfamida, bromocriptina, danazol, dapsona, glutaraldehido, anticuerpos anti idiotipicos para
antigenos MHC y fragmentos MHC, ciclosporina A, esteroides tal como glucocorticosteroides, citocinas o
antagonistas del receptor de citocinas (por ejemplo, anticuerpos anti-interferén, anticuerpos anti-IL10,
anticuerpos anti-TNFa, anticuerpos anti-IL2), estreptocinasa, TGFB, rapamicina, receptor de células T,
fragmentos del receptor de células T y anticuerpos del receptor de células T.

En algunos aspectos de la invencion, el farmaco es una proteina terapéutica que incluye, pero no se limita a,
una toxina, una hormona, una enzima y un factor de crecimiento.

Los ejemplos de una proteina de toxina (o polipéptido) incluyen, pero no se limitan a, difteria (por ejemplo,
cadena A de difteria), exotoxina de Pseudomonas y endotoxina, ricina (por ejemplo, cadena A de ricina), abrina
(por ejemplo, cadena A de abrina), modeccina (por ejemplo, cadena A de modeccina), alfa sarcina, proteinas
de Aleurites fordii, proteinas de diantina, ribonucleasa (RNasa), ADNasa |, enterotoxina A de Estafilococo,
proteina antiviral de la hierba carmin, gelonina, toxina de difterina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPIl y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis,
mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, tricotecenos, péptidos inhibidores del nudo de cistina (ICK)
(por ejemplo, ceratotoxinas) y conotoxina (por ejemplo, KIlIA o Smllla).

Los ejemplos de hormonas incluyen, pero no se limitan a, estrégenos, andrégenos, progestinas y
corticosteroides.

En algunos aspectos de la invencion, el farmaco es un oligonucledtido, tal como oligonucleétidos anti sentido.

Los farmacos adicionales Utiles en la invencién incluyen agentes anti angiogénicos que inhiben la formacién de
vasos sanguineos, por ejemplo, inhibidores de la farnesiltransferasa, inhibidores de la COX-2, inhibidores de
VEGF, inhibidores de bFGF, inhibidores de la esteroide sulfatasa (por ejemplo, bis-sulfamato de 2-
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metoxiestradiol (2-MeOE2bisMATE)), interleucina-24, trombospondina, proteinas de metalospondina,
interferones de clase |, interleucina 12, protamina, angiostatina, laminina, endostatina y fragmentos de
prolactina.

Los agentes anti proliferativos y proapoptéticos incluyen activadores de PPAR-gamma (por ejemplo,
prostaglandinas de ciclopentenona (cyPGs)), retinoides, triterpinoides (por ejemplo, cicloartano, lupano,
ursano, oleanano, friedelano, dammarano, cucurbitacina y triterpenoides limonoides), inhibidores del receptor
de EGF (por ejemplo, HER4), rampamicina, CALCITRIOL® (1,25-dihidroxicolecalciferol (vitamina D)),
inhibidores de la aromatasa (FEMARA® (letrozona)), inhibidores de la telomerasa, quelantes de hierro (por
ejemplo, 3-aminopiridina-2-carboxaldehido tiosemicarbazona (Triapina)), apoptina (proteina viral 3 - VP3 del
virus de la anemia de pollo), inhibidores de Bcl-2 y Bel-X(L), TNF-alfa, ligando FAS, ligando inductor de
apoptosis relacionado con TNF (TRAIL/Apo2L), activadores de la sefializacién de TNF-alfa/ligando FAS/ligando
inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL/Apo2L) e inhibidores de la sefializacién de la via de
supervivencia PI3K-Akt (por ejemplo, UCN-01 y geldanamicina).

Los agentes quimioterapéuticos representativos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y
ciclofosfamida; sulfonatos de alquilo tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziidinas tales como
benzodopa, carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina,
trietlenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; mostazas nitrogenadas
tales como clorambucilo, clornafazina, clorofosfamida, estramustina, ifosfamida, mequiorretamina, clorhidrato
de éxido de mequiorretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfarnida, mostaza de
uracilo; nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina;
antibiéticos tales como aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina,
caliqueamicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina,
detorubicina,  6-diazo-5-oxo-L-norleucina,  doxorrubicina,  epirrubicina,  esorrubicina, idarrubicina,
marcelomicina, mitomicinas, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina,
puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina,
zorubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico tales como
denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-EU; andrégenos tales como
calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti adrenales tales como
arninoglutetimida, mitotano, trilostano; reponedores de acido félico tales como acido frélico; aceglatona;
glicésido de aldofosfarnida; acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano;
lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona, mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; é&cido
podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; razoxano; sizofiran; espirogermanio; acido tenuazénico; triaziquona;
2,2' 2triclorotrietilamina; uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman;
gacitosina; arabindsido (Ara-C); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel (TAXOL®, Bristol-
Myers Squibb Oncology de Princeton, N.J.) y doxetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer de Antony,
France); quiorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos del platino tales
como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopésido (VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona;
vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipésido; daunomicina; aininopterina; xeloda; ibandronato;
CPT-11; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); &cido retinoico; esperamicinas;
y capecitabina.

Los agentes terapéuticos adicionales que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencidn incluyen
agentes fotosensibilizadores, tales como la Publicacién U.S. No. 20020197262 y la Patente U.S. No. 5,952,329,
para terapia fotodindmica; particulas magnéticas para termoterapia, tal como la Publicacion U.S. No.
20030032995,; agentes de unién, tales como péptidos, ligandos, ligandos de adhesién celular, etc., y
profarmacos tales como profarmacos que contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos
que contienen sulfato, profarmacos que contienen péptidos, profarmacos que contienen B-lactama,
profarmacos que contienen fenoxiacetamida sustituida o profarmacos que contienen fenilacetamida sustituida,
5-fluorocitosina y otros profarmacos de 5-fluorouridina que se pueden convertir en el farmaco libre citotéxico
mas activo.

Para los métodos de diagnéstico que utilizan anticuerpos anti-EDB, un farmaco puede incluir una etiqueta
detectable utilizada para detectar la presencia de ECM o células que expresan EDB+ de FN in vitro o in vivo.
Los radioisétopos que se pueden detectar in vivo, tal como los que se pueden detectar utilizando gammagrafia,
obtencién de imagenes por resonancia magnética o ultrasonido, se pueden utilizar en aplicaciones de
diagndstico clinico. Las etiquetas gammagréficas utiles incluyen emisores de positrones y emisores y. Los
agentes de contraste representativos para la obtencién de imégenes de fuentes magnéticas son los iones
paramagnéticos o superparamagnéticos (por ejemplo, hierro, cobre, manganeso, cromo, erbio, europio,
disprosio, holmio y gadolinio), particulas de 6xido de hierro y agentes de contraste solubles en agua. Para la
deteccion ultrasénica, los gases o liquidos se pueden quedar atrapados en particulas inorgénicas porosas que
se liberan como agentes de contraste de microburbujas. Para la deteccién in vitro, las etiquetas detectables
utiles incluyen fluordforos, epitopes detectables o agentes de unién y etiquetas radiactivas.
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Por lo tanto, en algunos aspectos de la invencién, el farmaco es un agente de obtencién de imagenes (por
ejemplo, un fluoréforo o una etiqueta PET (tomografia por emisién de positrones), una etiqueta SPECT
(tomografia computarizada por emisiéon de fotén Unico) o una etiqueta MRI (imagenes por resonancia
magnética).

El término "etiqueta" cuando se utiliza en la presente memoria se refiere a un compuesto o composicién
detectable que se conjuga directa o indirectamente con el anticuerpo para generar un anticuerpo "etiquetado".
La etiqueta puede ser detectable por si misma (por ejemplo, etiquetas de radioisbétopos o etiquetas
fluorescentes) o, en el caso de una etiqueta enzimatica, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto
o composicion de sustrato que sea detectable. Los radionucleidos que pueden servir como etiquetas
detectables incluyen, por ejemplo, 1-131, 1-123, -125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-212 y Pd-109.
La etiqueta también podria ser una entidad no detectable, tal como una toxina.

Los ejemplos de fluoréforos incluyen, pero no se limitan a, isotiocianato de fluoresceina (FITC) (por ejemplo, 5-
FITC), amidita de fluoresceina (FAM) (por ejemplo, 5-FAM), eosina, carboxifluoresceina, eritrosina, Alexa Fluor®
(por ejemplo, Alexa 350, 405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555, 568, 594, 610, 633, 647, 660, 680, 700 o 750),
carboxitetrametilrodamina (TAMRA) (por ejemplo, 5,-TAMRA), tetrametilrodamina (TMR) y sulforodamina (SR)
(por ejemplo, SR101).

Se pueden incorporar radiois6topos terapéuticos o de diagnéstico u otras etiquetas (por ejemplo, etiquetas PET
o SPECT) al agente para la conjugacién con los anticuerpos anti-EDB como se describe en la presente
memoria. El isétopo se puede unir directamente al anticuerpo, por ejemplo, en un residuo de cisteina presente
en el anticuerpo, o se puede utilizar un quelante para mediar la unién del anticuerpo y el radioisétopo. Los
radioisétopos adecuados para la radioterapia incluyen, pero no se limitan a, los emisores a, los emisores B y
los electrones auger. Para aplicaciones de diagnéstico, los radioisétopos Utiles incluyen emisores de positrones
y emisores y. Un anticuerpo anti-EDB de la invencidén puede adicionalmente ser yodado, por ejemplo, en un
residuo de tirosina del anticuerpo, para facilitar la deteccion o el efecto terapéutico del anticuerpo.

Los ejemplos de un radioisétopo u otras etiquetas incluyen, pero no se limitan a, 3H, "C, 3N, '#C, "®N, 150, 358,
18|:, 32P, SSP, 47SC, 51Cr, 57CO, 58CO, 59|:e, 62CU, 64CU, 67CU, 67Ga, 6868, 7586, 768[’, 77Br, 86Y, 892r, 90Y, 94TC, %RU,
97RU, 99TC, 103RU, 105Rh, 105RU, 107Hg, 109Pd, 111Ag, 111|n, 113“’], 121Te, 122Te, 123|, 124|, 125|, 125Te, 126|, 131|, 131“’], 133|,
142Pr, 143Pr, 153Pb, 15~°’Sm, 161Tb, 165Tm, 166Dy, 166H, 167Tm, 168Tm, 169Yb, 177|_U, 186Re, 188Re, 189Re, 197Pt, 198AU,
199AU, 201T|, 2°3Hg, 211At, 21ZBi, 212Pb, 21SBi, 223Ra, 224AC, y 225AC.

Enlazadores

Los ADCs de EDB de la presente invencién se pueden preparar utilizando un enlazador para unir o conjugar
directa o indirectamente un farmaco con un anticuerpo. Un enlazador es un compuesto bifuncional que une un
farmaco y un anticuerpo para formar un ADC. Estos ADCs permiten la administracion selectiva de farmacos a
través de anticuerpos que se unen a antigenos o proteinas especificos. Los enlazadores adecuados incluyen,
por ejemplo, enlazadores escindibles y no escindibles. Un enlazador escindible normalmente es susceptible a
la escisién y liberacion del farmaco mediante condiciones intracelulares y extracelulares especificas. Los
principales mecanismos por los cuales un farmaco conjugado se puede escindir de un anticuerpo
intracelularmente incluyen la hidrélisis en el pH acidico de los lisosomas (hidrazonas, acetales y amidas tipo
cis-aconitato), la escisiébn de péptidos mediante enzimas lisosomales (las catepsinas y otras enzimas
lisosomales) y la reduccién de disulfuros. Un farmaco conjugado se puede escindir de un anticuerpo
extracelularmente mediante proteasas en un microambiente tumoral (TME), tal como las catepsinas. Como
resultado de estos diferentes mecanismos de escisién, los mecanismos de unién del farmaco al anticuerpo
también varian ampliamente y se puede utilizar cualquier enlazador adecuado.

Los enlazadores adecuados pueden incluir cualquier enlazador escindible. En algunos aspectos, los
enlazadores adecuados incluyen un enlazador de valina-citrulina (val-cit), un enlazador de fenilalanina-lisina
(phe-lys) o un enlazador de maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonilo (vc), o contienen un
dipéptido unido a elementos de inmolacidén adicionales, tales como enlazador de N-2~-acetil-L-lisil-L-valil-L-
citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-N,N'-dimetilaminoetil-CO-(AcLys-vc), adecuado para la tecnologia de
conjugacién basada en transglutaminasa. En otro aspecto, los enlazadores adecuados incluyen enlazadores
disulfuro, tales como enlazador de sulfanil piridina (diS) y enlazador de 2-(piridin-2-ildisulfanil)etil carbamoilo
(diS-Co,OCO). En otro aspecto, el enlazador puede ser un enlazador no escindible, tal como maleimidocaproilo
(mc), maleimido-heptanoilo (me) y maleimido-Peg6C2 (MalPeg6C2). En otros aspectos, los enlazadores
adecuados incluyen enlazadores hidrolizables a un pH especifico o un intervalo de pH, tal como un enlazador
de hidrazona.

El enlazador puede estar unido covalentemente al anticuerpo a través de un enlace tioéster, por ejemplo,
mediante la reaccién de una maleimida o haloacetamida, presente en el enlazador con un residuo de cisteina
nativo o disefiado presente en el anticuerpo. En otro aspecto, el enlazador puede estar unido covalentemente
al anticuerpo mediante enlaces amida a los residuos de lisina presentes en el anticuerpo, por ejemplo, mediante
la reaccién de un acido carboxilico activado con N-hidroxi-succinimida presente en el enlazador con una amina
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libre de un residuo de lisina. En otro aspecto, el enlazador puede estar unido covalentemente al anticuerpo
mediante enlaces amida a las cadenas laterales de residuos de glutamina presentes o disefiados en el
anticuerpo, por ejemplo, mediante una reacciéon enzimética catalizada por una enzima transglutaminasa que
crea un nuevo enlace amida a partir de una amina primaria presente en el enlazador con una amida de cadena
lateral de un residuo de glutamina.

En algunos aspectos, los enlazadores de la presente invencidn incluyen:

El enlazador "mc-vc-PABC" o "ve-PABC" o "vc¢" que tiene la estructura:

quttﬁw\ o

NH

f:)”'l\z%a;3

El enlazador "AcLys-vc-PABC-DMAE-CO" o "AcLys-vc" que tiene la estructura:

0
, A
0 0 O 07
H H 9 |
YN\)\N N\/lxN
o 5 H o :\LH
NH
4-NH o"’L‘NH?

El enlazador diS que tiene la estructura:

y

El enlace dis-CoOCO que tiene la estructura:

Métodos de preparacién de los ADCs de EDB

En la presente memoria se proporcionan métodos para preparar ADCs de EDB de la presente invencion. La
presente invencién proporciona adicionalmente un proceso para producir o generar ADCs de EDB conjugados
de manera convencional y especifica del sitio como se divulga en la presente memoria y puede incluir (a) unir
el enlazador al farmaco; (b) conjugar la fraccién enlazador-farmaco al anticuerpo; y (c) purificar el conjugado
de anticuerpo farmaco. Véase los ejemplos 3 y 4.
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En algunos aspectos, los ADCs de EDB se pueden generar utilizando conjugacién convencional, no especifica
de fracciones de carga Util del enlazador a través de uno o mas residuos de cisteina de un anticuerpo anti-EDB,
o un fragmento de unién al antigeno del mismo.

En otro aspecto, los ADCs de EDB se pueden generar utilizando conjugacidn especifica del sitio de fracciones
de carga util del enlazador a través de uno o mas residuos de cisteina reactivos disefiados en un dominio
constante del anticuerpo anti-EDB. Los métodos de preparacién de anticuerpos para la conjugacién especifica
del sitio a través de residuos de cisteina disefiados se describen en la Publicaciéon Internacional PCT No.
W0O2013/093809.

Los uno o0 mas residuos de aminoacidos de una cadena pesada de un anticuerpo anti-EDB se pueden sustituir
por otro aminoécido, tal como un residuo de cisteina, con el propédsito de conjugarlo con un farmaco o una
carga util. En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo anti-EDB, o un fragmento de unién al antigeno
del mismo, que comprende una regién constante de la cadena pesada de anticuerpo que comprende un residuo
de cisteina disefiado en la posicion: 118 (114 de acuerdo con Kabat), 246, 249, 265, 267, 270, 276, 278, 283,
290, 292, 293, 294, 300, 302, 303, 314, 315, 318, 320, 327, 332, 333, 334, 336, 345, 347, 354, 355, 358, 360,
362, 370, 373, 375, 376, 378, 380, 382, 386, 388, 390, 392, 393, 401, 404, 411, 413, 414, 416, 418, 419, 421,
428, 431, 432, 437, 438, 439, 443 0 444, o cualquier combinacién de los mismos, de acuerdo con la numeracién
del indice EU de Kabat). En particular, se pueden utilizar las posiciones 118 (114 de acuerdo con Kabat), 290,
334, 347, 373, 375, 380, 388, 392, 421, 443 o cualquier combinacién de las mismas. Se pueden introducir
sustituciones de cisteina adicionales.

En otro aspecto, la invencidén proporciona un anticuerpo anti-EDB, o un fragmento de unién al antigeno del
mismo, que comprende un dominio constante de la cadena pesada que comprende un residuo de cisteina
disefiado en la posicién 290 (K290C), de acuerdo con la humeracién del indice EU de Kabat.

Uno o mas residuos de aminoacidos de un dominio constante de la cadena ligera de un anticuerpo anti-EDB
se pueden sustituir por otro aminoacido, tal como un residuo de cisteina, con el propésito de conjugarlo con un
farmaco o una carga util. En un aspecto, la invencioén proporciona un anticuerpo anti-EDB, o un fragmento de
unién al antigeno del mismo, que comprende una regién constante de la cadena ligera de anticuerpo que
comprende (i) un residuo de cisteina disefiado en la posicién 110, 111, 125, 149, 155, 158, 161, 183, 185, 188,
189, 191, 197, 205, 207, 208 0 210, o cualquier combinacién de los mismos, de acuerdo con la humeracién de
Kabat); (ii) un residuo de cisteina disefiado en una posicién correspondiente al residuo 4, 42, 81, 100, 103, o
cualquier combinacién de los mismos, de SEQ ID NO: 37, cuando el dominio constante est4 alineado con SEQ
ID NO: 37 (cadena ligera kappa); o (iii) un residuo de cisteina disefiado en una posicién correspondiente al
residuo 4, 5, 19, 43, 49, 52, 55, 78, 81, 82, 84, 90, 96, 97, 98, 99, 101, o cualquier combinacidén de los mismos,
de SEQ ID NO: 38, cuando el dominio constante esta alineado con SEQ ID NO: 38 (cadena ligera lambda). Se
pueden introducir sustituciones de cisteina adicionales.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo anti-EDB o un fragmento de unién al antigeno del
mismo que comprende una regidén constante de la cadena ligera kappa del anticuerpo que comprende (i) un
residuo de cisteina disefiado en la posicién 111, 149, 188, 207, 210 o cualquier combinacién de los mismos
(preferiblemente 111 0 210), de acuerdo con la numeracién de Kabat; o (ii) un residuo de cisteina disefiado en
una posicién correspondiente al residuo 4, 42, 81, 100, 103 o cualquier combinacién de los mismos, de SEQ
ID NO: 37 (preferiblemente residuo 4 o 103), cuando el dominio constante esta alineado con SEQ ID NO: 37.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo anti-EDB o un fragmento de unién al antigeno del
mismo que comprende una regién constante de la cadena ligera lambda del anticuerpo que comprende (i) un
residuo de cisteina disefiado en la posicién 110, 111, 125, 149, 155, 158, 161, 185, 188, 189, 191, 197, 205,
206, 207, 208, 210, o cualquier combinacién de las mismas (preferiblemente 110, 111, 125, 149, o 155), de
acuerdo con la numeracién de Kabat; o (ii) un residuo de cisteina disefiado en una posicidén correspondiente al
residuo 4, 5, 19, 43, 49, 52, 55, 78, 81, 82, 84, 90, 96, 97, 98, 99, 101, o cualquier combinacién de los mismos
de SEQ ID NO: 38 (preferiblemente el residuo 4, 5, 19, 43 0 49), cuando el dominio constante esta alineado
con SEQ ID NO:38.

En otro aspecto, la invencidén proporciona un anticuerpo anti-EDB, o un fragmento de unién al antigeno del
mismo, que comprende un dominio constante de la cadena ligera que comprende (i) un residuo de cisteina
disefiado en la posicién 183 (kK183C), de acuerdo con la numeraciéon de Kabat; o (ii) un residuo de cisteina
disefiado en una posicion correspondiente al residuo 76 de SEQ ID NO: 37, cuando dicho dominio constante
est4 alineado con SEQ ID NO: 37.

SEQ ID NO: 37 (dominio constante C,c)
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O WEVDRALDSG

QT T . T RSN RN T LT o 13 TN Y
ME L EIVTE o RHEKYYACEVT r.d;’_‘a.a.na SPEVTE SENRGED



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3007 557 T3

SEQ ID NO 38 (dominio constante C,)

GUPRANPTLVT LEPRISSEELY AMNEATLVCLI JI0DFYRPGAVIYV AWRKADGERPVE

ACGVETTEESK QOAMNEKYAASEZ YLELTPEQWK SHREYSTQVT HEGETVERTV AFTECS

En otro aspecto, los ADCs de EDB se pueden generar utilizando tecnologia de conjugacidn especifica del sitio
através de una o mas etiquetas que contienen glutamina donadoras de acilo disefiadas o residuos de glutamina
endbgenos que se vuelven reactivos en una regiéon constante del anticuerpo anti-EDB. Los métodos de
preparacién de anticuerpos para la conjugacién especifica del sitio a través de etiquetas que contienen
glutamina donadoras de acilo o residuos de glutamina se describen en la Publicacién Internacional PCT No.
W0O2012/059882.

En algunos aspectos, la etiqueta que contiene glutamina donadora de acilo comprende al menos una glutamina
(Q) y puede estar unida a diferentes posiciones de la cadena pesada y/o ligera (es decir, en el N terminal, el C
terminal o internamente). En otro aspecto, la etiqueta que contiene glutamina donadora de acilo puede
comprender una secuencia de aminoacidos seleccionada entre: : LLQGG (SEQ ID NO: 39), LLQG (SEQ ID
NO: 40), LSLSQG (SEQ ID NO: 41), GGGLLQGG (SEQ ID NO: 42), GLLQG (SEQ ID NO: 43), LLQ,
GSPLAQSHGG (SEQ ID NO: 44), GLLQGGG (SEQ ID NO: 45), GLLQGG (SEQ ID NO: 46), GLLQ (SEQ ID
NO: 47), LLQLLQGA (SEQ ID NO: 48), LLQGA (SEQ ID NO: 49), LLQYQGA (SEQ ID NO: 50), LLQGSG (SEQ
ID NO: 51), LLQYQG (SEQ ID NO: 52), LLQLLQG (SEQ ID NO: 53), SLLQG (SEQ ID NO: 54), LLQLQ (SEQ
ID NO: 55), LLQLLQ (SEQ ID NO: 56), y LLQGR (SEQ ID NO: 57). En algunos aspectos, una etiqueta que
contiene glutamina donadora de acilo reemplaza posiciones de aminoacidos de tipo silvestre en un dominio
constante de la cadena pesada. En algunos aspectos, un anticuerpo anti-EDB puede comprender una etiqueta
que contiene acil glutamina que tiene la secuencia de aminoacidos LLQG (SEQ ID NO: 40) que reemplaza los
aminoécidos en las posiciones E294- N297 (de acuerdo con el indice EU de Kabat) de la cadena pesada.

Las condiciones de reaccién 6ptimas para la generacidén de ADCs se pueden determinar empiricamente
mediante una variacidén de variables de reaccién tal como la temperatura, el pH, la entrada de la fraccién de
carga Util del enlazador y la concentracién de aditivos. Los expertos en la materia pueden determinar las
condiciones adecuadas para la conjugacion de otros farmacos sin la necesidad de realizar experimentacién
indebida. En los Ejemplos 3 y 4 se describen métodos representativos para conjugar y caracterizar ADCs de
EDB.

Después de la conjugacién, los conjugados se pueden separar, purificarse de los reactivos no conjugados y/o
formas agregadas de los conjugados y caracterizarse mediante métodos convencionales. Esto incluye
procesos tales como, pero que no limitados a, espectrometria de masas, cromatografia de exclusiéon por
tamafio (SEC), ultrafiltracién/diafiltracion, cromatografia de intercambio idnico (IEC), cromatoenfoque (CF),
mutagénesis dirigida al sitio, etiquetado de fluorescencia, cristalografia de rayos X, cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC), cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC), cromatografia en Sephacryl S-200
o cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC). Los medios HIC adecuados incluyen, pero no se limitan a,
medio cromatogréafico de flujo rapido en Phenyl Sepharose 6, medio cromatogréafico de flujo rapido Butyl
Sepharose 4, medio cromatografico de flujo rapido Octyl Sepharose 4, medio cromatografico Toyopearl Ether-
650M, medio HIC de metilo Macro-Prep o medio HIC de t-butilo Macro-Prep.

La Tabla 13 proporciona los ADCs de EDB producidos de acuerdo con los métodos de conjugacién y purificacién
descritos en la presente memoria y utilizados para generar los datos proporcionados en los Ejemplos.

En algunos aspectos de la invencién, los ADC de EDB de la presente invencién comprenden (a) un anticuerpo,
o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a EDB; (b) un enlazador y (¢) un farmaco.

En otro aspecto de la invencién, los ADCs de EDB de la presente invencién comprenden (a) un anticuerpo, o
un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a EDB; (b) un enlazador y (¢) un farmaco, en el que
el enlazador es un enlazador escindible o no escindible. En algunos aspectos, el enlazador es vc, diS, diS-
C>0OCO o AcLys-ve.

En otro aspecto de la invencién, los ADCs de EDB de la presente invencién comprenden (a) un anticuerpo, o
un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a EDB; (b) un enlazador y (¢) un farmaco, en el que
el farmaco es un agente citotéxico. En algunos aspectos, el farmaco es una auristatina. En algunos aspectos,
el farmaco es un dimero de CPI o CBI. En algunos aspectos, la auristatina es 0101, 1569, 9411 o 4574. En
algunos aspectos, el dimero de CP| es CPI-8314 o CPI-0326.

En algunos aspectos de la invencién, los ADCs de EDB de la presente invencién comprenden (a) un anticuerpo,
o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que comprende: una cadena pesada que comprende SEQ ID
NO: 19 y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31; una cadena pesada que comprende SEQ ID NO:
25 y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31; (b) un enlazador y (c) un farmaco. En algunos aspectos,
el enlazador es un enlazador escindible o no escindible. En algunos aspectos, el enlazador es vc, diS, diS-
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C>OCO o AcLys-ve. En algunos aspectos, el farmaco es un agente citotéxico. En algunos aspectos, el farmaco
es una auristatina. En algunos aspectos, el farmaco es un dimero de CPIl o CBI. En algunos aspectos, la
auristatina es 0101, 1569, 9411 o0 4574. En algunos aspectos, el dimero CP| es CPI-8314 o CPI-0326.

Usos de los ADCs de EDB

Los anticuerpos anti-EDB y los ADCs de EDB de la presente invencién son utiles en diversas aplicaciones que
incluyen, pero no se limitan a, métodos de tratamiento terapéutico y métodos de tratamiento de diagnéstico.

La presente invencién proporciona un método para tratar trastornos o enfermedades que expresan EDB+ de
FN, tales como canceres o no canceres asociados con la expresién de EDB+ de FN y/o canceres que expresan
EDB+ de FN, en un sujeto. La invencién también proporciona un ADC de EDB, o una composicién farmacéutica,
como se describe en la presente memoria, para uso en un método para tratar un trastorno que expresa EDB+
de FN, tal como no canceres o canceres asociados con la expresion de EDB+ de FN y/o canceres que expresan
EDB+ de FN, en un sujeto. La invencién proporciona adicionalmente el uso de un ADC de EDB, o una
composicién farmacéutica, como se describe en la presente memoria, en la fabricacién de un medicamento
para tratar un trastorno de expresién de EDB+ de FN, tal como no canceres o canceres asociados con la
expresién de EDB+ de FN y/o canceres que expresan EDB+ de FN, en un sujeto.

En algunos aspectos, la invencién proporciona un método para inhibir el crecimiento o la progresién de un
tumor en un sujeto que tiene un trastorno que expresa EDB, tal como no canceres o canceres asociados con
la expresion de EDB+ de FN y/o cénceres que expresan EDB, incluyendo la administracién al sujeto con
necesidad del mismo de una cantidad eficaz de una composicién (es decir, una composiciéon farmacéutica) que
tiene uno o mas ADCs de EDB descritos en la presente memoria. En otros aspectos de la invencién, se
proporciona un método para inhibir la metéstasis de células cancerigenas asociadas con la expresién de EDB+
de FN y/o canceres que expresan EDB+ de FN en un sujeto, que incluye administrar al sujeto con necesidad
de la misma una cantidad eficaz de una composicién (es decir, una composicién farmacéutica) que tiene uno o
méas ADCs de EDB descritos en la presente memoria. En otros aspectos de la invencién, se proporciona un
método para inducir la regresién de un tumor asociado con la expresién de EDB+ de FN y/o canceres que
expresan EDB+ de FN en un sujeto, que incluye administrar al sujeto con necesidad del mismo una cantidad
eficaz de una composicién (es decir, una composicién farmacéutica) que tiene uno o mas ADCs de EDB
descritos en la presente memoria.

En algunos aspectos, la expresion de EDB+ de FN se puede detectar en la matriz extracelular (ECM) adyacente
a las células tumorales. El EDB+ de FN puede ser expresado por células distintas a los fibroblastos en el
microambiente tumoral, incluyendo las células tumorales. El EDB+ de FN secretado se puede luego depositar
en la matriz adyacente a las células tumorales o en la membrana plasméatica de las células tumorales. En otros
aspectos, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende uno o mas ADCs de EDB
descritos en la presente memoria para uso en un método como el descrito anteriormente. En otros aspectos,
la invencién proporciona el uso de uno o mas ADCs de EDB como se describe en la presente memoria o una
composicion farmacéutica que comprende los ADCs de EDB como se describe en la presente memoria en la
fabricaciéon de un medicamento para uso en los métodos descritos anteriormente.

Los canceres asociados con la expresion de EDB+ de FN y/o canceres que expresan EDB+ de FN
generalmente pueden incluir cualquier cancer asociado con el remodelado del tejido. Adicionalmente, los
canceres asociados con la expresion de EDB+ de FN y/o canceres que expresan EDB+ de FN pueden incluir,
pero no se limitan a, tumores sélidos y canceres de sangre. En algunos aspectos, los tumores sélidos incluyen,
pero no se limitan a, cancer de tiroides, sarcoma, cancer de mama, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer
de vesicula biliar, cancer de rifién, cancer de piel, cancer de Utero, mesotelioma, cancer colorrectal, cancer de
cabeza y cuello, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer testicular, cancer de préstata, cancer de higado,
cancer endocrino, cancer de timo, cancer de cerebro, cancer suprarrenal, cancer de ojo, cancer cervical y
cancer de pulmén. En otro aspecto, los canceres de la sangre incluyen, pero no se limitan a, leucemia, linfoma
y mieloma.

Los ADC de EDB de la presente invencién son Utiles en el tratamiento de trastornos que expresan EDB+ de
FN, tales como canceres asociados con la expresién de EDB+ de FN y/o canceres que expresan EDB+ de FN.
Los ADCs de EDB de la invencién se pueden utilizar para tratar canceres que expresan niveles altos de EDB+
de FN, niveles moderados de EDB+ de FN o niveles bajos de EDB+ de FN.

Por lo tanto, los pacientes que serén tratados con ADCs de EDB de la invencién se pueden seleccionar con
base en la expresién de biomarcadores, que incluyen, pero no se limitan a, ARNm (qPCR) de muestras
tumorales a granel y expresidén elevada de la proteina EDB+ de FN, lo que da como resultado una poblacion
de pacientes seleccionada para una expresiéon enriquecida de la diana en lugar del origen o la histologia del
tumor. La expresiéon de la diana se puede medir como una funcién del nimero de tinciéon de células en
combinacion con la intensidad de la tincién de las células.

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3007 557 T3

El crecimiento del cancer o la proliferacién anormal se refiere a uno cualquiera de diversos indices que sugieren
un cambio dentro de las células hacia una forma de cancer més desarrollada o un estado del trastorno. La
inhibicién del crecimiento de células cancerigenas o de células de un trastorno proliferativo no neoplésico se
puede analizar mediante métodos conocidos en la técnica, tal como el crecimiento retardado del tumor y la
inhibicién de la metéastasis. Otros indices para medir la inhibicién del crecimiento del cancer incluyen una
disminucién en la supervivencia de las células cancerigenas, una disminucién en el volumen o la morfologia
del tumor (por ejemplo, segun se determina mediante tomografia computarizada (CT), ecografia u otro método
de obtencién de imagenes), destruccién de la vasculatura tumoral, un mejor desempefio en la prueba cutédnea
de hipersensibilidad retardada, un aumento en la actividad de los linfocitos T citoliticos y una disminucién en
los niveles de antigenos especificos del tumor.

Los resultados deseados de los métodos terapéuticos divulgados son generalmente medidas cuantificables en
comparacién con una medicién de control o de referencia. Tal como se utilizan en la presente memoria, términos
relativos tales como "mejorar", "aumentar" o "reducir” indican valores relativos a una molécula de control o
comparativa, tal como una medicién en el mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito en la
presente memoria, 0 una medicién en un individuo de control (o multiples individuos de control) en ausencia
del tratamiento descrito en la presente memoria. Un individuo de control representativo es un individuo afectado
con la misma forma de cancer que el individuo que esta siendo tratado, que tiene alrededor de la misma edad
que el individuo que esta siendo tratado (para asegurar que los estadios del trastorno en el individuo tratado y
el individuo de control sean comparables).

Los cambios o0 mejoras en respuesta a la terapia son generalmente estadisticamente significativos. Tal como
se utiliza en la presente memoria, el término "significancia" o "significativo”" se refiere a un anélisis estadistico
de la probabilidad de que exista una asociacidén no aleatoria entre dos 0 més entidades. Para determinar si una
relacién es "significativa" o tiene "significancia" o no, se pueden realizar manipulaciones estadisticas de los
datos denominadas "valor p". Aquellos valores p que caen por debajo de un punto de corte definido por el
usuario se consideran significativos. Un valor p menor o igual a 0.1, menor que 0.05, menor que 0.01, menor
que 0.005 o menor que 0.001 se puede considerar significativo.

Deteccibdn y diagnéstico in vivo

En otro aspecto, se proporciona un método para detectar, diagnosticar y/o monitorear un trastorno que expresa
EDB+ de FN, tal como cénceres asociados con la expresién de EDB+ de FN y/o canceres que expresan EDB+
de FN. Por ejemplo, los anticuerpos anti-EDB como se describen en la presente memoria se pueden etiquetar
con una fraccién detectable tal como un agente de obtencién de imagenes y una etiqueta de enzima-sustrato.
Los anticuerpos como se describen en la presente memoria también se pueden utilizar para ensayos de
diagndstico in vivo, tal como obtencién de imégenes in vivo (por ejemplo, PET o SPECT) o un reactivo de
tincion.

Después de la administraciéon de un ADC de EDB a un sujeto, en el que el farmaco es una etiqueta detectable,
y después de un tiempo suficiente para la unidén, se puede visualizar la biodistribucién de la proteina EDB+ de
FN unida por el anticuerpo. Los métodos de diagnéstico divulgados se pueden utilizar en combinacién con
métodos de tratamiento. Ademas, los ADCs de EDB de la invencién se pueden administrar con el doble
propdsito de deteccién y terapia.

Los métodos de deteccidn no invasivos representativos incluyen gammagrafia (por ejemplo, SPECT
(tomografia computarizada por emisién de fotén Unico), PET (tomografia por emisién de positrones), obtencién
de imagenes con cdmara gamma y escaneo rectilineo), obtencién de imagenes por resonancia magnética (por
ejemplo, obtencién de imégenes por resonancia magnética convencional, obtencién de imagenes por
transferencia de magnetizaciéon (MTI), espectroscopia por resonancia magnética de protones (MRS), obtencién
de imagenes ponderadas por difusién (DWI) y obtencién de imagenes por resonancia magnética funcional
(fMR1)) y ecografia.

Formulaciones

La presente invencién proporciona adicionalmente composiciones farmacéuticas que incluyen cualquiera de
los ADCs de EDB divulgados en la presente memoria y un portador farmacéuticamente aceptable. Ademas, las
composiciones pueden incluir mas de un ADC de EDB divulgado en la presente memoria.

La composicién utilizada en la presente invenciéon puede incluir adicionalmente portadores, excipientes o
estabilizadores farmacéuticamente aceptables (Remington: The Science and practice of Pharmacy 21st Ed.,
2005, Lippincott Williams and Wilkins, Ed. K. E. Hoover), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores en las
dosis y concentraciones, y pueden incluir amortiguadores tales como fosfato, citrato y otros acidos orgénicos;
antioxidantes que incluyen #é&cido ascorbico y metionina; conservantes (tal como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol,
alcohol butilico o bencilico; parabenos de alquilo tal como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol;
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ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de alrededor de 10 residuos);
proteinas, tal como albimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina;
monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa o dextranos; agentes quelantes
tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal
tales como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos de proteina-Zn); y/o tensioactivos no iénicos
tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). "Sal farmacéuticamente aceptable" tal como se
utiliza en la presente memoria se refiere a sales organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables de una
molécula o macromolécula. En la presente memoria se describen con més detalle los excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Se pueden utilizar diversas formulaciones de los ADCs de EDB para su administracién, incluidas, pero no
limitadas a, formulaciones que comprenden un excipiente farmacéuticamente aceptable. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables son conocidos en la técnica y son sustancias relativamente inertes que facilitan
la administracién de una sustancia farmacolégicamente eficaz. Por ejemplo, un excipiente puede dar forma o
consistencia, o actuar como un diluyente. Los excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, agentes
estabilizadores, agentes humectantes y emulsionantes, sales para variar la osmolaridad, agentes
encapsulantes, amortiguadores y potenciadores de la penetraciéon en la piel. Los excipientes, asi como las
formulaciones para la administraciéon parenteral y no parenteral de medicamentos, se establecen en Remington,
The Science and Practice of Pharmacy 20th Ed. Mack Publishing, 2000.

En algunos aspectos de la invencidn, estos agentes se pueden formular para administracién mediante inyeccién
(por ejemplo, por via intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intramuscular, etc.). Por consiguiente, estos
agentes se pueden combinar con vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como salina, solucién de
Ringer, solucién de dextrosa y similares. El régimen de dosificacion particular, es decir, la dosis, el momento y
la repeticidén, van a depender del individuo en particular y del historial médico del individuo.

Las formulaciones terapéuticas de ADCs de EDB utilizadas de acuerdo con la presente invencién se pueden
preparar para el almacenamiento mezclando un anticuerpo que tenga el grado de pureza deseado con
portadores, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington, The Science
and Practice of Pharmacy 21st Ed. Mack Publishing, 2005), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores en las
dosis y concentraciones empleadas, y pueden incluir amortiguadores tales como fosfato, citrato y otros &cidos
organicos; sales tales como cloruro de sodio; antioxidantes que incluyen acido ascérbico y metionina;
conservantes (tal como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; parabenos de alquilo, tales como metil o
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de alrededor de 10 residuos); proteinas, tales como alblimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacéridos y otros carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol;
contraiones formadores de sal tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de proteina-Zn),
y/o tensioactivos no i6nicos tal como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Las composiciones terapéuticas de ADC de EDB generalmente se colocan en un contenedor que tiene un
puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o un vial de solucién intravenosa que tiene un tapén perforable
mediante una aguja de inyeccién hipodérmica. Las composiciones de acuerdo con la presente invencién
pueden estar en formas de dosificacién unitarias tales como comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, granulos,
soluciones o suspensiones, o supositorios, para administracién oral, parenteral o rectal, o administracién por
inhalacién o insuflacion.

Los agentes tensioactivos adecuados incluyen, en particular, agentes no ibnicos, tales como
polioxietilensorbitanos (por ejemplo, Tween™ 20, 40, 60, 80 o 85) y otros sorbitanos (por ejemplo, Span™ 20,
40, 60, 80 o 85). Las composiciones con un agente tensioactivo incluirdn convenientemente entre 0.05y 5 %
de agente tensioactivo, y pueden estar entre 0.1 y 2.5 %. Se apreciara que se pueden agregar otros
ingredientes, por ejemplo, manitol u otros vehiculos farmacéuticamente aceptables, si es necesario.

Se pueden preparar emulsiones adecuadas utilizando emulsiones grasas disponibles comercialmente, tal como
INTRALIPID™, LIPOSYN™, INFONUTROL™, LIPOFUNDIN™ y LIPIPHYSAN™. El ingrediente activo se puede
disolver en una composicién de emulsién premezclada o, alternativamente, se puede disolver en un aceite (por
ejemplo, aceite de soja, aceite de cartamo, aceite de semilla de algoddn, aceite de sésamo, aceite de maiz o
aceite de almendras) y formar una emulsién al mezclarlo con un fosfolipido (por ejemplo, fosfolipidos de huevo,
fosfolipidos de soja o lecitina de soja) y agua. Se apreciard que se pueden afiadir otros ingredientes, por
ejemplo, glicerol o glucosa, para ajustar la tonicidad de la emulsién. Las emulsiones adecuadas normalmente
contendran hasta 20 % de aceite, por ejemplo, entre 5 y 20 %. La emulsién de grasa puede incluir gotitas de
grasa entre 0.1 y 1.0 um, particularmente 0.1 y 0.5 pm, y tener un pH en el intervalo de 5.5 a 8.0. Las
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composiciones de emulsion pueden ser aquellas preparadas mezclando un ADC de EDB con INTRALIPID™ o
los componentes del mismo (aceite de soja, fosfolipidos de huevo, glicerol y agua).

La invencion también proporciona kits para uso en los métodos instantaneos. Los kits de la invencién incluyen
uno o mas contenedores que incluyen un anticuerpo EDB o un ADC de EDB como se describe en la presente
memoria e instrucciones de uso de acuerdo con cualquiera de los métodos de la invencién descritos en la
presente memoria. Generalmente, estas instrucciones incluyen una descripcién de la administracién del
anticuerpo EDB o ADC de EDB para los tratamientos diagnésticos o terapéuticos descritos anteriormente.

Las instrucciones relacionadas con el uso de un anticuerpo EBD o un ADC de EDB como se describen en la
presente memoria generalmente incluyen informacién sobre la dosis, el esquema de dosificacién y la via de
administracién para el tratamiento previsto. Los contenedores pueden ser dosis unitarias, paquetes a granel
(por ejemplo, paquetes multidosis) o dosis subunitarias. Las instrucciones suministradas en los kits de la
invencién son instrucciones tipicamente escritas en una etiqueta o un inserto del embalaje (por ejemplo, una
hoja de papel incluida en el kit), pero también son aceptables las instrucciones legibles por maquina (por
ejemplo, instrucciones transportadas en un disco de almacenamiento magnético u 6ptico).

Los kits de esta invencién se presentan en embalajes adecuados. Los embalajes adecuados incluyen, pero no
se limitan a, viales, botellas, frascos, embalaje flexible (por ejemplo, bolsas de pléastico o Mylar selladas) y
similares. También se contemplan paquetes para usar en combinacidén con un dispositivo especifico, tal como
un inhalador, un dispositivo de administracién nasal (por ejemplo, un atomizador) o un dispositivo de infusién
tal como una minibomba. Un kit puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el contenedor puede ser
una bolsa de solucién intravenosa o un vial con un tapén perforable con una aguja de inyeccién hipodérmica).
El contenedor también puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el contenedor puede ser una bolsa
de solucién intravenosa o un vial que tenga un tapén perforable mediante una aguja de inyeccién hipodérmica).
Al menos un agente activo en la composicién es un anticuerpo EDB o ADC de EDB. El contenedor puede incluir
adicionalmente un segundo agente farmacéuticamente activo.

Los kits pueden proporcionar opcionalmente componentes adicionales, tal como amortiguadores e informacién
interpretativa. Normalmente, el kit incluye un contenedor y una etiqueta o inserto(s) del paquete o asociado con
el contenedor.

Dosis y administracion

La presente invencion proporciona ADCs de EDB administrados en una dosis eficaz. La frase "dosis eficaz" o
"cantidad eficaz" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una cantidad de un ADC, farmaco,
carga util, compuesto o composicién farmacéutica necesaria para lograr uno o més resultados terapéuticos
benéficos o deseados. Para uso profilactico, los resultados benéficos o deseados incluyen eliminar o reducir el
riesgo, disminuir la gravedad o retrasar la aparicién del trastorno, incluyendo los sintomas bioquimicos,
histolégicos y/o conductuales del trastorno, sus complicaciones y los fenotipos patolégicos intermedios que se
presentan durante el desarrollo del trastorno. Para uso terapéutico, los resultados benéficos o deseados
incluyen resultados clinicos tales como reduccién de la incidencia o mejora de uno o mas sintomas de diversos
trastornos que expresan de EDB+ de FN, tal como el cancer, la disminucién de la dosis de otros medicamentos
necesarios para tratar el trastorno, la mejora del efecto de otro medicamento y/o el retraso de la progresién de
los trastornos que expresan EDB+ de FN de los pacientes.

Una dosis eficaz se puede administrar en una o mas administraciones. Una dosis eficaz de un ADC, farmaco,
compuesto o composicién farmacéutica se puede o no lograr junto con otro farmaco, compuesto o composicién
farmacéutica. Por lo tanto, una "dosis eficaz" se puede considerar en el contexto de la administracién de uno o
méas agentes terapéuticos, y se puede considerar que un solo agente se administra en una cantidad efectiva si,
junto con uno o mas agentes adicionales, se puede lograr o se logra un resultado deseable.

Por ejemplo, cuando se administra a un sujeto con cancer, una cantidad eficaz incluye una cantidad suficiente
para provocar actividad anticancerigena, incluyendo la citélisis de células cancerigenas, la inhibicién de la
proliferacién de células cancerigenas, la induccién de la apoptosis de células cancerigenas, la reduccién de
antigenos de células cancerigenas, el retraso del crecimiento del tumor y/o la inhibicién de la metéstasis. La
reduccién del tumor estd ampliamente aceptada como un marcador clinico sustituto de la eficacia. Otro
marcador de eficacia bien aceptado es la supervivencia libre de progresién.

Los ADCs de EDB de la presente invencion se pueden administrar a un individuo a través de cualquier via
adecuada. Las personas expertas en la materia deben de entender que los ejemplos descritos en la presente
memoria no pretenden ser limitativos sino ilustrativos de las técnicas disponibles. En consecuencia, en algunos
aspectos de la invencion, el ADC de EDB se administra a un individuo de acuerdo con métodos conocidos,
tales como administracion intravenosa, por ejemplo, como un bolo o mediante infusién continua durante un
periodo de tiempo, por via intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, intracraneal, transdérmica,
subcutanea, intraarticular, sublingual, intrasinovial, mediante insuflacién, intratecal, oral, por inhalacién o tépica.
La administracién puede ser sistémica, por ejemplo, administracién intravenosa, o localizada. Los
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nebulizadores disponibles comercialmente para formulaciones liquidas, incluidos los nebulizadores de chorro
y los nebulizadores ultrasénicos, son Utiles para la administraciéon. Las formulaciones liquidas se pueden
nebulizar directamente y el polvo liofilizado se puede nebulizar después de la reconstitucién. Como alternativa,
el ADC de EDB se puede aerosolizar utilizando una formulacién de fluorocarbono y un inhalador de dosis
medida, o inhalarse como un polvo liofilizado y molido.

En algunos aspectos de la invencién, los ADCs de EDB se administran mediante técnicas de administracién
local dirigidas o especificas del sitio. Los ejemplos de las técnicas de administracién local dirigida o especifica
del sitio incluyen diversas fuentes de depdésito implantables de un ADC de EDC o catéteres de administracién
local, tal como catéteres de infusién, catéteres permanentes o catéteres de aguja, injertos sintéticos, envolturas
adventicias, derivaciones y estents u otros dispositivos implantables, portadores especificos del sitio, inyeccién
directa o aplicacion directa.

Para los propésitos de la presente invencidn, la dosis adecuada de un ADC de EDB puede depender del ADC
de EDB particular (o composiciones del mismo) empleado, el tipo y la gravedad de los sintomas a tratar, si el
agente se administra con propésitos terapéuticos, la terapia previa, la historia clinica del paciente y la respuesta
al agente, la tasa de depuracion del paciente para el agente administrado y la discrecién del médico tratante.
El médico puede administrar un ADC de EDB hasta alcanzar una dosis que logre el resultado deseado y mas.
La dosis y/o frecuencia pueden variar a lo largo del tratamiento, pero también pueden permanecer constantes.
Las consideraciones empiricas, tal como la vida media, generalmente contribuiran a la determinacién de la
dosis. Por ejemplo, se pueden utilizar anticuerpos compatibles con el sistema inmunolégico humano, tal como
anticuerpos humanizados o anticuerpos totalmente humanos, para prolongar la vida media del anticuerpo y
para evitar que el sistema inmunolégico del hospedero ataque al anticuerpo. La frecuencia de la administracién
se puede determinar y ajustar a lo largo de la terapia y, en general, pero no necesariamente, se basa en el
tratamiento y/o la supresion y/o la mejora y/o el retraso de los sintomas, por ejemplo, inhibicién o retraso del
crecimiento del tumor, etc. Alternativamente, pueden ser adecuadas las formulaciones de liberacion continta
sostenida de ADCs de EDB. Se conocen en la técnica diversas formulaciones y dispositivos para lograr una
liberacién sostenida.

Para los propdsitos de la presente invencién, una dosis diaria tipica podria variar desde alrededor de cualquiera
de 3 pg/kg a 30 pg/kg a 300 pg/kg a 3 mg/kg, a 30 mg/kg, a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Por ejemplo, se pueden utilizar dosis de alrededor de 1 mg/kg, alrededor de 2.5
mg/kg, alrededor de 5 mg/kg, alrededor de 10 mg/kg y alrededor de 25 mg/kg. Para administraciones repetidas
durante varios dias o méas, dependiendo del trastorno, el tratamiento se mantiene hasta que se produce una
supresién deseada de los sintomas o hasta que se alcanzan niveles terapéuticos suficientes, por ejemplo, para
inhibir o retrasar el crecimiento/progresion del tumor o la metéstasis de las células cancerigenas. Los regimenes
de dosificacién ejemplares pueden incluir la administracion de dosis crecientes (por ejemplo, dosis inicial de 1
mg/kg y aumento gradual a una o mas dosis més altas cada semana o durante un periodo de tiempo més
largo). También pueden ser Utiles otros regimenes de dosificacién, dependiendo del patrén de decaimiento
farmacocinético que el médico desee lograr. Por ejemplo, en algunos aspectos de la invencién, se contempla
una dosificacién de una a cuatro veces por semana. En otros aspectos se contempla la dosificacién una vez al
mes o una vez cada dos meses o cada tres meses, asi como semanal, cada dos semanas y cada tres semanas.
El progreso de esta terapia se puede monitorear facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales. El
régimen de dosificacién (incluyendo el ADC de utilizado) puede variar con el tiempo.

En algunos aspectos de la invencién, las dosis de un ADC de EDB se pueden determinar empiricamente en
individuos a quienes se les ha administrado una o més veces un ADC de EDB. A los individuos se les pueden
administrar dosis incrementales de un ADC de EDB. Para evaluar la eficacia, se puede seguir un indicador del
trastorno.

La administraciéon de un ADC de EDB de acuerdo con el método de la presente invencién puede ser continua
o intermitente, dependiendo, por ejemplo, del trastorno fisiolégico del receptor, de si el propésito de la
administraciéon es terapéutico o profilactico y de otros factores conocidos por los médicos expertos. La
administracién de un ADC de EDB puede ser esencialmente continua durante un periodo de tiempo
preseleccionado o puede ser en una serie de dosis espaciadas.

Terapias de combinacién

En algunos aspectos de la invencion, los métodos descritos en la presente memoria incluyen ademés un paso
de tratar a un sujeto con una forma adicional de terapia. En algunos aspectos, la forma adicional de terapia es
una terapia adicional contra el cancer que incluye, pero no se limita a, su uso en quimioterapia, radiacién,
cirugia, terapia hormonal y/o inmunoterapia adicional.

Los ADCs de EDB divulgados se pueden administrar como un tratamiento inicial o para el tratamiento de
canceres que no responden a las terapias convencionales. Ademas, los ADCs de EDB se pueden combinar
con otras terapias (por ejemplo, escisién quirdrgica, radiacién, farmacos anticancerigenos adicionales, etc.)
para asi producir efectos terapéuticos aditivos o potenciados y/o reducir la citotoxicidad de algunos agentes
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anticancerigenos. Los ADCs de EDB de la invencién se pueden coadministrar o coformular con agentes
adicionales, o formularse para la administracién consecutiva con agentes adicionales en cualquier orden.

Los ADCs de EDB de la invencidn se pueden utilizar en combinacién con otros agentes terapéuticos que
incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos terapéuticos, ADCs, agentes inmunomoduladores, agentes
citotéxicos y agentes citostéticos. Los agentes representativos UGtiles para la terapia de combinacién también
incluyen cualquiera de los farmacos descritos en la presente memoria anteriormente como Utiles para la
preparacién de un ADC de EDB bajo el subtitulo "Farmacos".

Los agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, la administracién de un agente quimioterapéutico, una
vacuna, una terapia basada en células T CAR, radioterapia, una terapia con citocinas, una vacuna, un
anticuerpo biespecifico, un ADC, un inhibidor de otras vias inmunosupresoras, un inhibidor de la angiogénesis,
un activador de células T, un inhibidor de una via metabélica, un inhibidor de mTOR, un inhibidor de una via de
adenosina, un inhibidor de la tirosina quinasa que incluye, pero no se limita a, inlyta, inhibidores de ALK y
sunitinib, un inhibidor de BRAF, un modificador epigenético, un inhibidor o agotador de células Treg y/o de
células supresoras derivadas de mieloides, un inhibidor de JAK, un inhibidor de STAT, un inhibidor de la cinasa
dependiente de ciclina, un agente bioterapéutico (que incluye, pero no se limita a, anticuerpos contra VEGF,
VEGFR, EGFR, Her2/neu, otros receptores de factores de crecimiento, CD20, CD40, CD-40L, CTLA-4, OX-40,
4-1BB e ICOS), un agente inmunogénico (por ejemplo, células cancerigenas atenuadas, antigenos tumorales,
células presentadoras del antigeno tal como células dendriticas pulsadas con antigenos o acidos nucleicos
derivados de tumores, citocinas inmunoestimulantes (por ejemplo, IL-2, IFNa2, GM-CSF) y células
transfectadas con genes que codifican para citocinas inmunoestimulantes tal como, pero no limitado a, GM-
CSF).

Anticuerpos representativos adicionales, que se pueden utilizar solos o como un ADC, incluyen, pero no se
limitan a, anticuerpos anti-5T4 (por ejemplo, A1, A2 y A3), anticuerpos anti-CD19, anticuerpos anti-CD20 (por
ejemplo, RITUXAN® ZEVALIN® BEXXAR®) anticuerpos anti-CD22, anticuerpos anti- (por ejemplo,
MYLOTARG?®), conjugados de anticuerpo-farmaco anti CD33, anticuerpos anti-Lewis Y (por ejemplo, Hu3$193,
Mthu3S193, AGmthu3$193), anticuerpos anti-HER-2 (por ejemplo, HERCEPTIN® (trastuzumab), MDX-210,
OMNITARG.RTM. (pertuzumab, rhuMAb 2C4)), anticuerpos anti-CD52 (por ejemplo, CAMPATH®), anticuerpos
anti-EGFR (por ejemplo, ERBITUX® (cetuximab), ABX-EGF (panitumumab)), anticuerpos anti-VEGF (por
ejemplo, AVASTIN® (bevacizumab)), anticuerpos de complejos anti-ADN/histona (por ejemplo, ch-TNT-1/b),
anticuerpos anti-CEA (por ejemplo, CEA-Cide, YMB-1003), hLM609, anticuerpos anti-CD47 (por ejemplo, 6H9),
anticuerpos anti-VEGFR2 (o receptor que contiene el dominio de insercién de cinasa, KDR) (por ejemplo, IMC-
1C11), anticuerpos anti-Ep-CAM (por ejemplo, ING-1), anticuerpos anti-FAP (por ejemplo, sibrotuzumab),
anticuerpos anti-DR4 (por ejemplo, TRAIL-R), anticuerpos receptores de anti-progesterona (por ejemplo, 2C5),
anticuerpos anti-CA19.9 (por ejemplo, GIVAREX®) y anticuerpos anti-fibrina (por ejemplo, MH-1).

Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida;
sulfonatos de alquilo tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa,
carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bullatacina y
bullatacinona); una camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecéan); briostatina; callistatina; CC- 1065
(incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas (particularmente
criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CBI-
TMI); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas nitrogenadas tales como
clorambucilo, clornafazina, clorofosfamida, estramustina, ifosfamida, mequiorretamina, clorhidrato de 6xido de
mequiorretamina, melfaldn, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo;
nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibiéticos
tales como los antibiéticos enediinicos (por ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gammal |y
caliqueamicina phiM, véase, por ejemplo, Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl.,, 33: 183-186 (1994); dinemicina,
incluyendo dinemicina A; bifosfonatos, tal como clodronato; una esperamicina; asi como croméforos de
neocarzinostatina y cromoméforos antibiéticos relacionados con la cromoproteina enediina), aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, caminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina
(incluyendo morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina y
desoxidoxorrubicina), doxorrubicina liposomal pegilada, epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina,
mitomicinas tales como mitomicina C, &cido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU), analogos del acido
félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina,
6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales
como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti adrenales tales
como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reponedores del acido félico tales como acido frolinico; aceglatona;
glicdsido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato;
defofamina; demecolcina; diaziquona; elformitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglicido; nitrato de galio;
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hidroxiurea; lentinan; lonidamina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; acido podofilico; 2-
etilhidrazida; procarbazina; razoxano; rizoxina; sizofurano; espirogermanio; acido tenuazdnico; triaziquona; 2,
2', 2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina Ay anguidina); uretano;
vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinésido ("Ara-C");
ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel y doxetaxel, clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; analogos del platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino;
etopésido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; novantrona; tenipésido; edatrexato;
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-1 1; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFO); retinoides tal como &cido retinoico; capecitabina; y sales, 4cidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

También se incluyen agentes anti hormonales que actlan para regular o inhibir la accién hormonal sobre
tumores, tales como antiestrégenos y moduladores selectivos del receptor de estrégeno (SERMs), incluyendo,
por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY1 17018,
onapristona y toremifeno (Fareston); inhibidores de la aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula
la produccién del estr6geno en las glandulas suprarrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles,
aminoglutetimida, acetato de megestrol, exemestano, formestano, fadrozol, vorozol, letrozol y anastrozol; y
antiandrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; y sales, 4cidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

En algunos aspectos, los ADCs de EDB se pueden utilizar en combinacién con crizotinib, palbociclib,
gemcitabina, ciclofosfamida, fluorouracilo, FOLFOX, acido folinico, oxaliplatino, axitinib, malato de sunitinib,
tofacitinib, bevacizumab, rituximab y traztuzumab.

En un aspecto, después del tratamiento con ADCs de EDB, puede ocurrir un aumento en los linfocitos
infiltrantes del tumor, un aumento en las proporciones de CD8/CD4, un aumento en los macréfagos F4/80+ y/o
un aumento en las proteinas inmunomoduladoras tales como PDL1 y 41BB, o cualquier combinacién de las
mismas. Por lo tanto, la combinacién de un ADC de EDB y un inhibidor del punto de control inmune o un agente
1O, tal como un anticuerpo monoclonal agonista anti-41BB y/o antagonista anti-PDL1, puede ser eficaz. (Véase
el Ejemplo 12). Ademas, los ADCs de EDB de la invencién por si solos pueden tener mecanismos facilitadores
inmunomoduladores y de agentes inmuno oncolégicos (IO), que se pueden aumentar con una terapia de
combinacion.

En algunos aspectos, un ADC de EDB se puede utilizar en combinacién con uno o méas agentes terapéuticos
adicionales dirigidos a un modulador del punto de control inmune, que incluyen pero no se limitan a, un agente
(tal como un anticuerpo) dirigido a PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG-3, B7-H3, B7-H4, B7-DC (PD-L2), B7-H5, B7-
H6, B7-H8, B7-H2, B7-1, B7-2, ICOS, ICOS-L, TIGIT, CD2, CD47, CD80, CD86, CD48, CD58, CD226, CD155,
CD112, LAIR1, 2B4, BTLA, CD160, TIM1, TIM-3, TIM4, VISTA (PDH1), OX40, OX40L, GITR, GITRL, CD70,
CD27, 4-1BB, 4-BBL, DR3, TL1A, CD40, CD40L, CD30, CD30L, LIGHT, HVEM, SLAM (SLAMF1, CD150),
SLAMF2 (CD48), SLAMF3 (CD229), SLAMF4 (2B4, CD244), SLAMF5 (CD84), SLAMF6 (NTB-A), SLAMCF7
(CS1), SLAMF8 (BLAME), SLAMF9 (CD2F), CD28, CEACAM1 (CD66a), CEACAM3, CEACAM4, CEACAMS,
CEACAM6, CEACAM7, CEACAMS8, CEACAM1 -3AS CEACAM3C2, CEACAM1 -15, PSG1 -11, CEACAM1
-4C1, CEACAM1 -48, CEACAM1 - 4L, IDO, TDO, CCR2, via de la adenosina-CD39-CD73 (A2AR), BTKs, TIKs,
CXCR2, CCR4, CCRS8, CCR5, via de VEGF, CSF-1 o un modulador de la respuesta inmune innata.

Para las terapias de combinacién, se administran un ADC de EDB y/o uno o mas agentes terapéuticos
adicionales dentro de cualquier periodo de tiempo adecuado para la realizacién de la terapia prevista. Por lo
tanto, los agentes individuales se pueden administrar de forma practicamente simultanea (es decir, como una
Unica formulaciéon o dentro de minutos u horas) o consecutivamente en cualquier orden. Por ejemplo, los
tratamientos con un solo agente se pueden administrar con una diferencia dentro de alrededor de 1 afio entre
si, tal como dentro de alrededor de 10, 8, 6, 4 0 2 meses, o dentro de 4, 3, 2 0 1 semana(s), o dentro de
alrededor de 5, 4, 3, 2 0 1 dia(s).

Las terapias de combinacién divulgadas pueden producir un efecto terapéutico sinérgico, es decir, un efecto
mayor que la suma de sus efectos o resultados terapéuticos individuales. Por ejemplo, un efecto terapéutico
sinérgico puede ser un efecto al menos alrededor de dos veces mayor que el efecto terapéutico obtenido por
un solo agente, o la suma de los efectos terapéuticos obtenidos por los agentes individuales de una
combinacién dada, o al menos alrededor de cinco veces mayor, o al menos alrededor de diez veces mayor, o
al menos alrededor de veinte veces mayor, 0 al menos alrededor de cincuenta veces mayor, o al menos
alrededor de cien veces mayor. Un efecto terapéutico sinérgico también se puede observar como un aumento
del efecto terapéutico de al menos el 10 % en comparacién con el efecto terapéutico obtenido por un solo
agente, o la suma de los efectos terapéuticos obtenidos por los agentes individuales de una combinacién
determinada, o al menos el 20 %, o al menos el 30 %, o al menos el 40 %, o al menos el 50 %, o al menos el
60 %, o al menos el 70 %, o al menos el 80 %, o al menos el 90 %, o al menos el 100 %, o mas. Un efecto
sinérgico es también un efecto que permite reducir la dosis de agentes terapéuticos cuando se utilizan en
combinacion.
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos de aspectos especificos para llevar a cabo la presente invencidn se ofrecen sélo con
propésitos ilustrativos.

Ejemplo 1
Generacidn de anticuerpos anti-EDB y preparacién para la conjugacion
Generacidn de anticuerpos anti-EDB

El ADNc que codifica para diversos anticuerpos completamente humanos que se unen a EDB se construyd
utilizando una metodologia de biologia molecular estandar y se derivé del anticuerpo monoclonal humano L19
que se une especificamente a EDB (en adelante, "anticuerpo anti-EDB-L19" o "EDB-L19"). El anticuerpo EDB-
L19 comprende una regién constante IgG1 humana con alotipo de G1m(a) que tiene &cido aspartico (D) en la
posicién 356 y leucina (L) en la posicién 358 (de acuerdo con el indice EU de Kabat) y una regién constante de
la cadena ligera Kappa humana. Las regiones variables de la cadena pesada y ligera del anticuerpo EDB-L19
se establecen en SEQ ID NOS. 1y 10, respectivamente, y las cadenas pesada y ligera se establecen en SEQ
ID NOS. 8 y 15, respectivamente.

Para producir un anticuerpo no inmunogénico, se introdujo un alotipo no G1m(a) que tenia acido glutamico (E)
en la posicién 356 y metionina (M) en la posiciéon 358 (de acuerdo con el indice EU de Kabat) en la cadena
pesada de EDB-L19. Para generar la cadena pesada, la secuencia de nucleétidos que codifica para la regién
variable de la cadena pesada de EDB-L19 se fusioné al ADNc de la regién constante de IgG1 humana con el
alotipo de GIm?, no (a), no (x). En algunos aspectos, los anticuerpos se alteraron adicionalmente para disminuir
la variante de carga de un anticuerpo y aumentar la homogeneidad eliminando la lisina C terminal (K) de la
regién constante del anticuerpo IgG1 de EDB-L19 que genera EDB-PFE HC (SEQ ID NO: 17). Las cadenas
pesadas y ligeras del anticuerpo EDB-PFE se establecen en las SEQ ID NOS. 17 y 15, respectivamente.

Como se muestra en la Tabla 4, se realizé una electroforesis capilar con obtencién de imagenes (iCE) utilizando
una iCES3 con Prince Autosampler para determinar el porcentaje de variantes de carga para las preparaciones
de anticuerpos. El anticuerpo EDB-L19 tuvo un aumento sustancial en las especies basicas y una disminucién
del pico principal del anticuerpo como resultado del procesamiento incompleto de la lisina C terminal durante
el cultivo celular en comparacién con el anticuerpo EDB-PFE.

Tabla 4: Porcentaje (%) de variantes de carga para anticuerpos EDB.

Anticuerpo EDB % Acidico % Principal % Basico
Ab EDB-L19 (HC con lisina C terminal) 19.60 49.44 30.96
Ab EDB-PFE (HC sin lisina C terminal) 23.16 71.92 4.92

Anticuerpos para conjugacion especifica del sitio mediante residuos de cisteina disefiados

Los métodos para preparar anticuerpos anti-EDB para la conjugacién especifica del sitio con diversas cargas
utiles del enlace a través de residuos de cisteina disefiados reactivos se realizaron generalmente como se
describe en Publicacién Internacional PCT No. W02013/093809. Uno o mas residuos de la cadena pesada, tal
como la posicién K290 (de acuerdo con el indice EU de Kabat, o de la cadena ligera, tal como K183 (de acuerdo
con Kabat), se alteraron a un residuo de cisteina (C) mediante mutagénesis dirigida al sitio.

En algunos aspectos, la posicién K290 (de acuerdo con el indice EU de Kabat) en la regién constante de la
cadena pesada IgG1 humana del anticuerpo EDB-PFE se sustituyé con una cisteina reactiva (C) para permitir
la conjugacién especifica del sitio que genera EDB-(K290C) HC (SEQ ID NO: 19). En otros aspectos, el residuo
K183 (de acuerdo con Kabat) en la regidn constante de la cadena ligera Kappa humana se sustituyd por una
cisteina reactiva (C) para permitir la conjugacién especifica del sitio generando EDB-(,cK183C) LC (SEQ ID
NO: 31).

Anticuerpos para conjugacion especifica del sitio mediante residuos de glutamina disefiados

Los anticuerpos anti-EDB se expresaron con subtipos de IgG1 humanos disefiados con residuos de glutamina
reactivos, tal como etiquetas que contienen glutamina ("Q"), en varias posiciones de aminoacidos para la
conjugacién con varias cargas Utiles del enlazador. Los métodos para preparar anticuerpos anti-EDB para la
conjugacién especifica del sitio a través de residuos de glutamina reactivos se realizaron generalmente como
se describe en Publicacién Internacional PCT WO2012/059882.
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En algunos aspectos, una etiqueta de glutamina H16 LLQG (SEQ ID NO: 40) fue disefiada dentro de la regidén
Fc de 1IgG humana del anticuerpo EDB-PFE para permitir una conjugacién especifica del sitio mediada por la
transglutaminasa DAR 2. Por ejemplo, en la cadena pesada del anticuerpo EDB-PFE, los aminoacidos en las
posiciones E294-N297 (de acuerdo con el indice EU de Kabat) fueron reemplazados por la etiqueta LLQG que
contiene glutamina H16 (SEQ ID NO: 40). En otros aspectos, los anticuerpos se modificaron adicionalmente
para aumentar la especificidad de la conjugacién con la etiqueta disefiada que contiene glutamina H16. El
aminoécido lisina (K) en la posicién 222 (de acuerdo con el indice EU de Kabat) en la cadena pesada fue
sustituido por una arginina (R) generando EDB-(H16-K222R) HC (SEQ ID NO. 27). La sustitucién K222R
proporcion6 un aumento en los ADCs homogéneos, un mejor entrecruzamiento intermolecular entre el
anticuerpo y la carga util del enlazador y/o una disminucién significativa en el entrecruzamiento entre cadenas
con la etiqueta que contiene glutamina H16 en el C terminal de la cadena ligera del anticuerpo.

Posibles riesgos quimicos

Los posibles riesgos quimicos, especialmente dentro de las CDRs, pueden afectar la heterogeneidad molecular
y provocar la unién del antigeno a sitios putativos de glicacién de proteinas. La glicacién de proteinas es una
glicosilacién no enzimética que puede ocurrir en anticuerpos recombinantes durante el cultivo celular y las
proteinas glicosiladas pueden sufrir reacciones adicionales para generar productos heterogéneos poco
caracterizados, denominados colectivamente productos finales de glicacién avanzada. Para mitigar el riesgo
potencial de glicacién, se muté la posicién K94 (numeracién de Kabat) adyacente a CDR3 en la regidn variable
de la cadena pesada de EDB-L19 a una arginina (R) para generar EDB-(K94R) VH (SEQ ID NO: 21) y luego
se fusion6 a una regién constante de IgG1 humana para generar EDB-(K94R) HC (SEQ ID NO: 23). La
mutacién de glicacién K94R también se introdujo dentro de las cadenas pesadas EDB-(K290C) y EDB-(H16-
K222R) disefiadas para la conjugacién especifica del sitio para generar EDB-(K94R-K290C) HC (SEQ ID NO:
25) y EDB-(K94R-H16-K222R) HC (SEQ ID NO: 29), respectivamente.

Ejemplo 2
Caracterizacién de las propiedades de unidn de las variantes del anticuerpo EDB
Analisis de afinidad de la unién

Se utilizé la resonancia de plasmén superficial (SPR) para caracterizar la cinética de unién de las variantes del
anticuerpo anti-EDB al 7-EDB-89 recombinante humano, de mono cinomdélogo y de rata (SEQ ID NO: 34, SEQ
ID NO: 35y SEQ ID NO: 36, respectivamente) y para confirmar que las propiedades de unidn de los anticuerpos
anti-EDB que tienen la mutacién de glicacién K94R se mantuvieron completamente. La unién se detecta
mediante la SPR de superficie de la luz laser que se refracta desde la superficie. El anélisis de la cinética de la
sefial tasa de asociacién (ka) y tasa de disociacién (kd), permite la discriminacién entre interacciones no
especificas y especificas.

Un anticuerpo IgG anti-humano (GE Healthcare) se acoplé mediante amina covalente en las 4 celdas de flujo
de un chip sensor recubierto de dextrano carboximetilado CMS a una densidad de alrededor de 10,000 unidades
de resonancia (RUs) siguiendo el protocolo del fabricante y luego cada variante de anticuerpo anti-EDB se
capturé a un nivel de aproximadamente 60-90 RUs. El amortiguador de corrida y de muestra utilizado fue el
amortiguador HBS-EP+ (0.01 M de HEPES, 0.15 M de NaCl, 3 mM de EDTA Yy 0.05 % v/v de tensioactivo P20
pH 7.4). Se inyect6 una serie de diluciones seriadas triples de 7-EDB-89 con una concentraciéon que variaba
de 600 nM a 11.1 nM sobre la superficie a unatasa de flujo de 50 yL/minuto para una asociacién de 60 segundos
y una disociacién de 120 segundos. Luego se regeneré la superficie con un pulso de 30 segundos de 3 M de
MgCl,, un pulso de 30 segundos de un amortiguador de regeneracién idnica (0.46 M de KSCN, 1.83 M de
MgCI2, 0.92 M de urea y 1.83 M de guanidina-HCI pH 7.4) y luego se equilibré con un pulso de 30 segundos
de amortiguador de corrida HBS-EP+. Todos los ensayos de SPR se realizaron a 25 °C con una tasa de
recolecciéon de datos de 1 Hz utilizando un instrumento T200 BlAcore® (GE Healthcare). Los sensogramas
resultantes fueron referenciados doblemente (Myszka, D. G., J. Mol. Recognit., 12:279-284,1999) utilizando
tanto una superficie de control como inyecciones de amortiguador. Las tasas constantes se determinaron
ajustando los datos a un modelo Langmuir de 1:1 el software de evaluacién T200 v2.0 con BlAcore® y la
ecuaciéon Kp=kg/ks. Cada experimento se corrié por duplicado y se determiné la Kp promedio. Como se muestra
en la Tabla 5, los anticuerpos EDB-L19 y EDB-(K94R) muestran una unién comparable al 7-EDB-89 de humano.
11/2 = vida media, Rmax = respuesta méaxima, RU = unidades de resonancia.

Tabla 5. Propiedades de unién de los anticuerpos EDB-L19 y EDB-(K94R).

7-EDB-89 | Anticuerpo | Ka (1/Ms) | kd(1/s) | t1/2(s) | Rméx (RU) | Chi2/ Rmax | Ko (nM)
Humano (1) | EDB-L19 | 5.03E+05 | 1.16E-01 | 5.97 61.7 0.24 % 230
Humano (2) | EDB-L19 | 4.86E+05 | 1.13E-01 | 6.13 615 0.20 % 232
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231+x14
Avg = SD

Humano (1) | EDB-(K94R) | 5.39E+05 | 1.24E-01 5.59 36.4 0.08 % 230

Humano (2) | EDB-(K94R) | 5.02E+05 | 1.13E-01 6.13 35.1 0.17 % 226

228+28
Avg = SD

Adicionalmente, se determinaron las afinidades de unién de los anticuerpos EDB-L19 y EDB-(kK183C-K94R-
K290C) al 7-EDB-89 humano, de mono cinomoélogo y de rata. Como se muestra en la Tabla 6, las afinidades
de unidn de los anticuerpos EDB-L19 y EDB-(kK183C-K94R-K290C) fueron similares. Como se muestra en la
Tabla 7, las afinidades de unién del anticuerpo EDB-(kK183C-K94R-K290C) al 7-EDB-89 humano, de mono
cinomélogo y de rata fueron comparables, lo que confirma que la reactividad entre especies se mantuvo
después del disefio del anticuerpo EDB-L19 para permitir la conjugacién especifica del sitio y la eliminacién del
sitio de glicacién putativo.

Tabla 6. Propiedades de unién de los anticuerpos anti-EDB 7-EDB-89.

7-EDB-89 Anticuerpo EDB-L19 EDB-(kK183C-K94R-K290C)

ka (1/Ms) | kd (1/s) | KD (nM) | ka (1/Ms) | kd (1/s) | KD (nM)

Humano | 6.15E+05 | 9.75E-02 159 1.40E+06 | 3.12E-01 223

Mono 5.60E+05 | 1.05E-01 188 ND ND ND

Rata 5.08E+05 | 1.07E-01 210 ND ND ND

Tabla 7. Propiedades de unién del anticuerpo EDB-(,cK183C-K94R-K290C) a 7-EDB-89.

7-EDB- Anticuerpo ka (1/Ms) kd(1/s) t1/2 Rmax Chi2f Kb

89 (s) (RU) Rmaéx (nM)

Humano EDB-(kK183C-K94R- 3.42E+05 1.16E-01 6.0 67.0 0.20 % 340.0
K290C)

Mono EDB-(kK183C-K94R- 3.30E+05 1.19E-01 5.8 62.6 0.29 % 361.5
cino K290C)

Rata EDB-(kK183C-K94R- 2.98E+05 1.23E-01 5.7 62.1 0.31 % 412.5
K290C)

Unién competitiva mediante ELISA

Las propiedades de union de los anticuerpos EDB-(K94R) y EDB-(,cK183C-K94R-K290C) se evaluaron
adicionalmente utilizando un ELISA de competencia con EDB-L19 biotinilado para confirmar que la unidén a
EDB se mantuvo completamente. 7-EDB-89 humano (SEQ ID NO: 34) se inmovilizé (100 ng/pocillo) en una
placa de ELISA de 96 pocillos y se afiadié 20 ng/mL de anticuerpo EDB-L19 biotinilado para competir con
concentraciones variables de las muestras de anticuerpo anti-EDB modificado y se detect6 la unidn utilizando
un anticuerpo anti-estreptavidina-HRP (Southern Biotech, Birmingham, AL).

Como se muestra en la Figura 1Ay en la Tabla 8, los anticuerpos EDB-L19 y EDB-(K94R) tuvieron valores de
concentracion de inhibicion maxima media similares. La Figura 1B y la Tabla 9 muestran que los anticuerpos
EDB-(K94R) y EDB-(kK183C-K94R-K290C) también tuvieron valores de concentraciéon de inhibicién méaxima
media similares. Esto indica que los anticuerpos modificados EDB-(K94R) y EDB-()cK183C-K94R-K290C
conservaron las propiedades de unién a EDB y que la modificacién (K94R) de la cadena pesada y/o la
introduccién de cisteinas reactivas disefiadas para la conjugacién especifica del sitio no alteraron la unién a
EDB.

Tabla 8. Competencia con bioEDB-L19 por la unién a 7-EDB-89 humano.
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Anticuerpo IC50 [nM]
EDB-L19 12.7
EDB-(K94R) 13.1

Tabla 9. Competencia con bioEDB-L19 por la unién a 7-EDB-89 humano.

Anticuerpo ICs0 [NM]
EDB-(K94R) 19.7
EDB-(kK183C-K94R-K290C) 19.0

Analisis de avidez

Se determiné que la afinidad de unién del anticuerpo EDB-L19 es una interaccién de unidén baja a ~230 nM.
Por lo tanto, se utilizé6 SPR para investigar si la avidez influia en la unidén a niveles diana diferenciales dentro
del microambiente tumoral. Densidades variables de 7-EDB-89 humano (SEQ ID NO: 34) se acoplaron
covalentemente con amina a celdas de flujo individuales de un chip sensor recubierto de dextrano
carboximetilado CM5. El amortiguador de corrida y de muestra fue el descrito anteriormente para el analisis de
afinidad de unién. Se inyecté una serie de diluciones seriadas ftriples del anticuerpo EDB-L19 en una
concentraciéon que variaba de 6 nM a 0.074 nM a una tasa de flujo de 50 pL/minuto para una asociacién de 110
segundos y una disociacién de 900 segundos. Luego, la superficie se regenerd con dos pulsos de 30 segundos
de un amortiguador de regeneracién iénica (0.46 M de KSCN, 1.83 M de MgCI2, 0.92 M de ureay 1.83 M de
guanidina-HCI pH 7.4) y luego se equilibré con un pulso de 30 segundos de amortiguador de corrida HBS-EP+.
Cada experimento se corrid por duplicado y se determinaron los valores promedio de ka, kd y Kp.

Como se muestra en la Tabla 10, los resultados mostraron que a medida que aumentaba el nivel de 7-EDB-89
humano inmovilizado, las tasas de disociacion (kd) disminuian y las afinidades posteriores aumentaban. Los
valores de la Kp aparente fueron proporcionales a los niveles de inmovilizacién de 7-EDB-89 humano y
confirmaron que el anticuerpo EDB-L19 se une a EDB con un gran componente de avidez.

Tabla 10. Valores de Kp aparentes de EDB de la unién del anticuerpo EDB.

Analito Ligando ka (1/Ms) | kd(1/s) t1/2 Rmax Chi2f KD (pM)
(min) (RU) Rmax
EDB- 7-EDB-89 Alto: 650 | 4.34E+06 | 2.06E- 3364.1 194.8 4.77 % 47.4
L19 RU 04
EDB- 7-EDB-89 Alto: 650 | 4.42E+06 | 1.72E- 4029.1 187.7 0.73 % 38.8
L19 RU 04
AVG = STD 4.38E+06 | 1.89E- 43.1+6.08
04
EDB- 7-EDB-89 Med: 90 | 4.46E+06 | 8.83E- 784.8 38.9 2.20 % 198
L19 RU 04
EDB- 7-EDB-89 Med: 90 | 2.71E+06 | 4.53E- 1529.8 40.6 2.54 % 167
L19 RU 04
AVG = STD 3.59E+06 | 6.68E- 182.5¢
04 21.9
EDB- 7-EDB-89 Bajo: 50 | 2.02E+06 | 1.13E- 613.3 27.5 9.49 % 557
L19 RU 03
EDB- 7-EDB-89 Bajo: 50 | 2.81E+06 | 7.65E- 905.9 23.6 2.06 % 272
L19 RU 04
AVG = STD 2.42E+06 | 9.48E- 4145+
04 201.5
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Polirreactividad de los anticuerpos anti-EDB

La polireactividad se ha asociado con una rapida eliminacién in vivo (Hotzel et al. mAbs 4(6):753-760, 2012) e
interacciones proteina-proteina indeseables (Xu et al. Protein Eng Des Sel 26(10): 663-670 (2013). Se ha
demostrado que una prueba de ELISAde unién directa de ADN e insulina se correlaciona con la farmacocinética
(PK) conocida de anticuerpos validados clinicamente. Se evaluaron diluciones seriadas de anticuerpos a partir
de 10 pg/mL por cuadruplicado en un ensayo de baja astringencia para determinar su unién al ADN o a la
insulina que se revisti6 directamente sobre una placa de ELISA.

Como se muestra en la Tabla 11, tanto el anticuerpo EDB-(K94R) como el EDB-(kK183C-K94R-K290C) tienen
puntuaciones de polireactividad muy bajas que son comparables 0 mejores que el control negativo que tiene
propiedades de PK 6ptimas. Adicionalmente, los puntajes de polireactividad fueron significativamente més
bajos que los del anticuerpo de control positivo que tenia una PK deficiente y resultd en una eliminacién rapida.

Tabla 11. Puntuaciones de polireactividad de anticuerpos anti-EDB.

Anticuerpo Puntuacién de polireactividad

ADN Insulina
Control negativo 4.805 5.027
Control positivo 15.741 12.171
EDB-(K94R) 0.429 2.725
EDB-(kK183C-K94R-K290C) 0.412 4.267

Cromatografia de FcRn

Se utilizé la cromatografia de FcRn para investigar la posible influencia mediada por carga de la introduccién
de cisteinas disefladas reactivas en una regién constante de IgG1 de tipo silvestre en la farmacocinética
dependiente de FcRn. La evaluacién de anticuerpos utilizando la metodologia de columna de FcRn ha
demostrado que el tiempo de elucién mostrd una correlacién positiva con la eliminacién en primates humanos
y no humanos (Schoch A. et al. PNAS, 2015, Vol. 112). Las columnas de afinidad de FcRn se prepararon de
acuerdo con Schlothauer et al., MAbs 5(4): 576-586, 2013. A continuacién, se inyectaron 50 ug de anticuerpo
EDB-(kK183C-K94R-K290C) o ADC de EDB-(,cK183C-K94R-K290C)-vc-0101 y luego se eluyeron mediante
un gradiente de pH lineal (30 CV) de pH 5.5-8.8 dentro de 60 minutos utilizando 20 mM de MES, 150 mM de
NaCl, pH 5.5y 20 mM de Tris, 150 mM de NaCl, pH 8.8 como eluyentes.

Como se muestra en la Tabla 12, el tiempo de elucién relativo de la columna de FcRn del anticuerpo EDB-
(,cK183C-K94R-K290C) y del ADC de EDB-(,cK183C-K94R-K290C)-vc-0101 fueron consistentes con
parametros de PK aceptables. Estos datos demuestran que la incorporacion del residuo de cisteina disefiado
reactivo K290 en la regidén constante de IgG1 no afecta la unién de FcRn.

Tabla 12. Tiempo de elucién relativo de la columna de FcRn.

Anticuerpo o ADC Tiempo de elucién relativo de FcRn Ancho del pico al 50 % de
(min) altura
EDB-(kK183C-K94R-K290C) 0.62 1.19
EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc- 2.00 1.57
0101
Ejemplo 3

Bioconjugacién de los ADCs de EDB

Los anticuerpos anti-EDB de la presente invencién se conjugaron con farmacos/cargas Utiles a través de
enlaces para generar ADCs de EDB. El método de conjugacién utilizado fue la conjugacién convencional (es
decir, a través de residuos de cisteina aleatorios) o la conjugacién especifica del sitio (es decir, a través de
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residuos de cisteina disefiados o residuos de glutamina disefiados). La Tabla 13 muestra los métodos de
conjugacién utilizados para varios ADCs de EDB.

Método A: Conjugacién convencional mediante residuos de cisteina

El anticuerpo anti-EDB a 27 mg/ml en PBS, pH 7.2 se redujo con 2.3 a 2.6 veces (m/m) de TCEP a 37 °C
durante 2 horas y luego se conjugé. La proporcidn molar fue generalmente de 2.5 veces, pero se optimizé
dependiendo de la cantidad de conjugado de anticuerpo para lograr una DAR promedio final 6ptima de
alrededor de 4.0. El anticuerpo parcialmente reducido conjugado con 6 a 7 veces (m/m) de carga util del
enlazador en PBS con DMA al 10 % a 25 °C durante 1 hora. El exceso de carga Util del enlazador se extinguié
con L-cisteina a 25 °C durante 15 minutos. EIADC crudo se dializé durante la noche en PBS a 4-6 °C.

ElI ADC crudo se purific6 mediante cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) en Superdex 200 en PBS y
el pico del monémero recolectado se almacené a 4-6 °C o se dializ6 en 20 mM de histidina, sacarosa al 8.5 %,
pH 5.8; se filtr6 de manera estéril y se congel6 a -70 °C. El anticuerpo huNeg-8.8 de control negativo se conjugd
mediante el mismo método.

Método B: Conjugacién especifica del sitio a través de residuos de cisteina disefiados

Dos gramos de anticuerpo anti-EDB, generado con residuos de cisteina disefiados reactivos, a 27.2 mg/ml en
PBS, pH 7.2, se redujeron con 15 veces (m/m) de TCEP a 37 °C durante 7 horas y se desalinizaron en G-25
Sephadex® en PBS para eliminar el exceso de TCEP. Las cisteinas inter cadena se oxidaron con 30 veces de
DHA (m/m) a 4-6 °C durante la noche. EI DHA se eliminé mediante desalinizacién en G-25 Sephadex® en PBS.
Para el ADC que tiene un mayor grado de proteccién de glutatién, en lugar de la proteccién de cisteina preferible
de la cisteina especifica del sitio, se utilizé6 100 veces de TCEP (m/m) para la reduccion.

El anticuerpo reducido y oxidado se conjugé con 9 veces (m/m) de carga Util del enlazador en PBS con DMA
al 10 % a 25 °C durante 2 horas. El exceso de carga Util del enlazador se extinguié con 9 veces (m/m) de L-
cisteina a 25 °C durante 15 minutos. EI ADC crudo se dializé durante la noche en PBS a 4-6 °C.

EIADC crudo se purificd mediante SEC en Superdex 200 en PBS y el pico del mondémero recolectado se dializ
en 20 mM de histidina, sacarosa al 8.5 %, pH 5.8; se filtr6 en condiciones estériles y se congelé a -70 °C. El
anticuerpo huNeg-8.8 de control negativo se conjugd mediante el mismo método.

Método C: Conjugacidn especifica del sitio a través de residuos de glutamina disefiados

El anticuerpo anti-EDB, generado con residuos de glutamina disefiados reactivos, se dializé en el amortiguador
de reaccién; 100 mM de fosfato, 200 mM de NaCl, pH 7.0. Se conjugaron 20 mg/ml de anticuerpo con la carga
util del enlazador (10 veces m/m) a temperatura ambiente durante 15 horas, utilizando 1 unidad de
transglutaminasa (TG) purificada comercial por mg de anticuerpo, con mezcla, en 100 mM de fosfato de potasio,
200 mM de NaCl, DMSO al 10 %. EI ADC crudo se centrifugd y el sobrenadante se purific6 mediante SEC.

EI ADC crudo se purific6 mediante SEC en Superdex 200 en PBS, se recolectd el pico del mondmero y se
dializ6 en 20 mM de histidina, sacarosa al 8.5 %, pH 5.8; se filtré de manera estéril y se congel6 a -70 °C. El
anticuerpo huNeg-8.8 de control negativo se conjugd mediante el mismo método.

Método D: Conjugacidén convencional a través de residuos de cisteina utilizando enlaces disulfuro

El anticuerpo anti-EDB a 27 mg/ml en PBS, pH 7.2 se redujo parcialmente utilizando 5 veces (m/m) de TCEP
a 37 °C durante 2 horas y se desalinizo utilizando un SEC G-25 Sephadex®

El anticuerpo parcialmente reducido se conjugd con 12-15 veces (m/m) de carga Util del enlazador reducido en
67 mM de HEPES, pH 7.0 con 0.7 mM de DTPAyY DMA al 7 % a 25 °C durante 15 minutos. El exceso de carga
util del enlazador se extinguié con 20 veces de NEM (m/m) a 25 °C durante 15 minutos.

EIADC crudo se purific6 mediante SEC en Superdex 200 en PBS con 50 mM de DHAy 50 mM de DTPA, y se
recolecté el pico del monémero que se almacend a 4-6 °C. Se conjugé un control negativo mediante el mismo
método.

Tabla 13. Estructuras de diversos ADCs de EDB (X representa un anticuerpo).
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#de ADC Estructura Método
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Ejemplo 4

Caracterizacién de los ADCs de EDB

Los ADCs de EDB de la presente invencién se caracterizaron utilizando una combinacién de cromatografia de
exclusién por tamafio (SEC), LC-MS y cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC). La proporcién farmaco-
anticuerpo (DAR) promedio se determindé mediante espectrometria de masas (MS). La Tabla 14 proporciona
caracteristicas analiticas de diversos ADCs de EDB.

LC-MS: Columna = Waters BEH300-C4, 2.1 x 100 mm (P/N = 186004496); Instrumento = Acquity UPLC con
un detector de espectrometria de masas SQD2; Tasa de flujo = 0.7 mL/min; Temperatura = 80 °C; Amortiguador
A = agua + &cido férmico al 0.1 %; Amortiguador B = acetonitrilo + acido férmico al 0.1 %. El gradiente corre
del 3 % de B al 95 % de B durante 2 minutos, se mantiene en el 95 % de B durante 0.75 minutos y luego se
reequilibra en 3 % de B. La muestra se reduce con TCEP o DTT inmediatamente antes de la inyeccién. El
eluato se monitorea mediante LCMS (400-2000 daltons) y el pico de proteina se deconvoluciona utilizando
MaxEnt1. La DAR se reporta como una carga promedio ponderada como se describié anteriormente.

SEC: Columna: Superdex200 (5/150 GL); Fase mévil: Solucién salina amortiguada con fosfato que contiene
acetonitrilo al 2 %, pH 7.4; Tasa de flujo = 0.25 mL/min; Temperatura = ambiente; Instrumento: Agilent 1100
HPLC.

HIC: Columna: TSK Gel Butil NPR, 4.6 mm x 3.5 cm (P/N = S0557-835); Amortiguador A= 1.5 M de sulfato de
amonio que contiene 10 mM de fosfato, pH 7; Amortiguador B = 10 mM de fosfato, pH 7 + alcohol isopropilico
al 20 %; Tasa de flujo = 0.8 mL/min; Temperatura = ambiente; Gradiente =0 % de B a 100 % de B durante 12
minutos, mantener al 100 % de B durante 2 minutos, luego reequilibrar al 100 % de A; Instrumento: Agilent 1100
HPLC.

Tabla 14. Caracteristicas analiticas de los ADCs de EDB.

# de ADC Rendimiento Tiempo de Masa A DAR DAR
ADC aislado ( %) retencién de observada (método (Método
HPLC-HIC para HC LC/MS) HIC)
ADC1 EDB-L19-vc- 64 8.7 1342 3.4 3.4
0101
ADC2 EDB-(kK183C- 63 8.9 1341 3.8 4.0
K290C)-vc-
0101
ADC3 EDB-(K94R)- 65 8.6 1342 3.7 4.1
ve-0101
ADC4 EDB-(kK183C- 71 8.9 1341 3.8 3.9
K94R-K290C)-
ve-0101
ADCS EDB-L19-diS- 80 8.9 738 4.4 4.9
DM1
ADC6 EDB-L19-diS- 84 6.4 889.6 4.4 4.7
C.0CO-1569
ADC7 EDB-L19-vc- 80 8.3 1397 53 4.9
9411
ADC8 EDB-L19-diS- 75 6.5 816 52 52
4574
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ADC9 EDB-(H16- 78 52 1343 2.0 1.7
K222R)-Aclys-
vc-CPI-8314
ADC10 EDB-L19-vc- 82 7.4 1385 4.3 4.2
1569
Ejemplo 5

Expresién de EDB+ de FN

Para realizar una investigacién amplia de las indicaciones de cancer para la terapia basada en ADC de EDB,
se analizé la expresion de EDB+ de FN a nivel de proteina y ARNm en tumores humanos y modelos de PDX.

Anélisis de ARN-Seq de la expresion de EDB+ de FN

Se analizaron datos de RNA-Seq de 10660 muestras de tumores individuales recolectadas como parte del
proyecto Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) (National Cancer Institute at HIH, Bethesda, MD) ampliando 31
tipos de tumores. Los datos de expresién a nivel de isoforma se obtuvieron del software OmicSoft (Cary, NC).
La expresion de EDB+ de FN se calculé como la suma de los niveles de expresiéon de las isoformas de
fibronectina (FN1) que albergan EDB. Los niveles de expresion se midieron por fragmento por kilobase de
transcripcién por millén de lecturas (FPKM) y el sumario de las estadisticas de los niveles de expresién de
EDB+ de FN para cada tipo de tumor se muestran en la Tabla 15. Generalmente, se considera que el gen esta
expresado si el FPKM es alrededor de 1 o superior.

La Tabla 15 muestra el analisis de ARN-Seq de EDB+ de FN en tumores humanos. La expresiéon de EDB+ de
FN se demuestra en una amplia gama de indicaciones de tumores humanos, que incluyen, pero no se limitan
a, carcinoma de tiroides, sarcoma, carcihnoma de mama, adenocarcinoma de pancreas, glioblastoma,
colangiocarcinoma, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma renal, melanoma, carcinosarcoma uterino,
mesotelioma, carcinoma de células escamosas de pulmén, adenocarcinoma de recto y colon, carcinoma
hepatocelular de higado, carcinoma de colon, cistadenocarcinoma seroso de ovario y carcinoma de vejiga.

Tabla 15. Analisis de ARN-Seq de EDB+ de FN en muestras de TCGA.

Tipo de tumor/enfermedad Valor medio Cuantil Cuantil Valor

(FPKM) superior inferior maximo
Carcinoma de tiroides 216.69 628.03 14.20 3541.43
Sarcoma 96.86 226.41 22.20 1450.21
Carcinoma invasivo de mama 36.92 77.75 14.77 1062.56
Adenocarcinoma de péncreas 35.08 67.03 14.02 549.68
Glioblastoma multiforme 28.74 56.74 11.76 1171.19
Colangiocarcinoma 27.77 55.99 10.34 458.05
Adenocarcinoma de pulmén 23.31 49.16 10.85 1105.41
Carcinoma renal de células claras 22.91 39.34 11.49 346.83
Melanoma cuténeo de la piel 22.13 54.48 7.89 2131.95
Carcinosarcoma uterino 21.08 56.70 7.28 185.43
Mesotelioma 20.13 52.36 3.64 205.08
Carcinoma de células escamosas de pulmén 19.13 42.86 8.75 1004.73
Adenocarcinoma de recto 15.69 33.20 6.02 221.89
Carcinoma hepatocelular del higado 13.29 37.22 4.32 472.23
Adenocarcinoma de colon 12.24 27.77 3.87 275.90
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Carcinoma de células escamosas de cabeza y 11.37 32.52 3.47 1111.18
cuello

Cistoadenocarcinoma seroso de ovario 11.25 27.51 5.00 425.09
Carcinoma urotelial de vejiga 10.03 29.64 2.28 467.12
Tumores de células germinales testiculares 8.68 72.28 2.94 1395.34
Adenocarcinoma de préstata 5.92 11.03 2.74 648.96
Cromofobo renal 5.21 8.07 1.71 1788.92
Feocromocitoma y paraganglioma 4.95 12.24 2.06 118.84
Timoma 3.58 27.15 0.30 1173.35
Glioma cerebral de grado inferior 3.19 6.94 1.53 163.17
Carcinoma adrenocortical 2.40 4.87 0.52 112.69
Carcinoma endometrial del cuerpo uterino 2.20 7.36 0.49 172.08
Melanoma uveal 1.81 3.72 0.89 16.59
Carcinoma de células escamosas cervicales y 1.79 6.34 0.56 258.49
adenocarcinoma endocervical

Carcinoma de células papilares renales 1.76 6.80 0.64 2291.27
Neoplasia linfoide linfoma difuso de células B 0.34 1.1 0.12 51.63
grandes

Leucemia mieloide aguda 0.00 0.13 0.00 5.84

Se realizé la cuantificacién de la expresion genética en los datos de ARN-Seq de 160 xenoinjertos derivados
de pacientes internos de Pfizer (PDX) modelos de cancer de mama, cancer de ovario, cancer de cabeza y
cuello, cancer colorrectal, melanoma, pancreas, cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) y cancer
de pulmén de células pequefias utilizando el programa RSEM. Véase Li et al., BMC Bioinformatics, 12:323,
2011. La expresién de EDB+ de FN se calculé como la suma de los niveles de expresion de las isoformas de
fibronectina (FN1) que albergan EDB. Como se muestra en la Figura 2, EDB+ de FN se expresd en niveles
variables (todas las muestras tenian niveles >1) en todos los tipos de tumores analizados. Datos representados
como fragmento por kilobase de transcripciéon por millén de lecturas (FPKM).

Deteccion inmunohistoquimica (IHC) de la expresién de EDB+ de FN

La expresion de la proteina EDB+ de FN en el cdncer humano se validé mediante IHC utilizando el anticuerpo
EDB-L19 en secciones congeladas. Secciones de tejido fresco congelado de ocho micrones que se embebieron
en el compuesto O.C.T. Tissue-Tek (Sakura Finetek) se fijaron durante 4 minutos en una mezcla 3:1 de acetona
y etanol al 100 % y luego se sumergieron en formalina amortiguada neutra al 10 % durante 20 segundos. Los
portaobjetos se enjuagaron en TBS. La actividad de la peroxidasa endégena se inactivd con Peroxidazed 1
(Biocare Medical) durante 10 minutos. Las interacciones proteicas no especificas se bloquearon durante 10
minutos con Background Punisher (Biocare Medical). El anticuerpo EDB-L19 o el anticuerpo de control negativo
de isotipo huNeg-8.8 se precomplejé con IgG anti-humana de conejo (Jackson ImmunoResearch) a una
concentracion final de 3 pg/mly 0.5 pg/ml respectivamente, durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla
precomplejada se incubd con exceso de IgG humana completa (Jackson ImmunoResearch) durante 15 minutos
a temperatura ambiente y se agreg6 a los portaobjetos durante 1 hora. Las secciones se lavaron en TBS y se
incubaron con SignalStain Boost Rabbit HRP (CellSignaling Technologies) durante 30 minutos. La sefial
cromogénica se desarrollé con DAB+ (Dako) durante 5 minutos y posteriormente se extinguié con H»0 destilada.
Los portaobjetos se contratefiieron brevemente con hematoxilina CAT (Biocare Medical), se lavaron con agua,
se deshidrataron en alcoholes graduados, se aclararon con xileno y se cubrieron con medio de montaje
Permount (FisherChemicals). Se realizé y confirmé el anélisis de la expresién.

Como se muestra en la Tabla 16, la proteina EDB+ de FN se expres6 en niveles moderados a altos en todas
las indicaciones de cancer humano analizadas, incluyendo el carcinoma de cabeza y cuello (datos no
mostrados), el carcinoma de pancreas, el carcinoma de pulmén de células no pequefias (NSCLC), el carcinoma
de ovario y el carcinoma de mama. La expresién en todos los tumores fue predominantemente estromal
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(incluyendo los fibroblasticos y los asociados con la vasculatura), aunque también se observé cierta tincién de

células tumorales.

Tabla 16. Expresion de la proteina EDB+ de FN en cancer humano evaluada mediante ensayo de IHC.

Tipo de tumor | # muestras de pacientes % muestras con positividad estromal de EDB+ de FN
Negativo/Bajo Moderado/Alto
Pancreatico 20 30 70
Pulmén 15 0 100
Mama 12 8 92
Ovarico 10 0 100
Ejemplo 6

Unién in vitro de los ADCs de EDB

Para evaluar la unién relativa de los anticuerpos anti-EDB y los ADCs de EDB a EDB, las placas MaxiSorp de
96 pocillos se recubrieron con 0.5 0 1 yg/ml de 7-EDB-89 humano (SEQ ID NO: 34) en PBS y se incubaron
durante la noche a 4 °C con agitacién suave. Luego, las placas se vaciaron, se lavaron con 200 pl de PBS y se
bloquearon con 100 pl de amortiguador de bloqueo (ThermoScientific) durante 3 horas a temperatura ambiente.
Se eliminé el amortiguador de bloqueo, se lavaron los pocillos con PBS y se incubaron con 100 pl de
anticuerpos anti-EDB o ADCs de EDB los cuales se diluyeron en serie (4 veces) en amortiguador de ensayo
de ELISA (EAB; BSA al 0.5 % / Tween-20 al 0.02 %/ PBS). La primera columna de la placa se dejé vaciay la
Ultima columna de la placa se llené con EAB como controles en blanco. La placa se incubd a temperatura
ambiente durante 3 horas. Se retiraron los reactivos y se lavé la placa con 200 pl de Tween-20 al 0.03 % en
PBS (PBST). Se afiadidé IgG-Fc-HRP anti-humano (Thermo/Pierce) diluido 1:5000 en EAB en 100 ul a los
pocillos y se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. La placa se lavé con 200 ul de PBST, luego
se agregaron 100 pl de BioFX TMB (Fisher) y se dejé desarrollar el color durante 4 minutos a temperatura
ambiente. La reaccién se detuvo con 100 pl de 0.2 N de 4cido sulfurico y se leyé la absorbancia a 450 nm en
un lector de placas Victor (Perkin Elmer, Waltham, MA).

La Tabla 17 proporciona la unién relativa de los anticuerpos anti-EDB y los ADCs de EDB al fragmento de
proteina 7-EDB-89 de humano unida a una placa de 96 pocillos en formato de ELISA. Todos los anticuerpos y
ADCs dirigidos a EDB se unieron a la proteina diana con una afinidad similar en el intervalo de 19 pM a 58 pM.
Por el contrario, los anticuerpos y ADCs que no se dirigen a EDB tienen valores de ECsg alta >10,000 pM. Las
curvas de unién de ELISA representativas se ilustran en las Figuras 3Ay 3B.

Tabla 17. Anticuerpo anti-EDB y unién de ADC a EDB de humano.

# de ADC o anticuerpo ADC o Nombre del anticuerpo Avg ECso (pM) SD
Ab1 EDB-L19 27.0 -
ADCA1 EDB-L19-vc-0101 37.8 12.8
ADC11 Neg-vc-0101 >10,000 -
Ab2 EDB-(kK183C-K290C) 30.2 186
ADC2 EDB-(kK183C-K290C)-vc-0101 58.4 17.0
ADC12 Neg-(kK183C-K290C)-vc-0101 >10,000 ND
Ab3 EDB-(K94R) 15.0 -
ADC3 EDB-(K94R)-vc-0101 371 14.6
Ab4 EDB-(kK183C-K94R-K290C) 44.8 8.7
ADC4 EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 56.7 13.5
ADCS5 EDB-L19-diS-DM1 21.3 -
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ADCS8 EDB-L19-diS-C-0CO-1569 30.7 -
ADC7 EDB-L19-vc-9411 37.5 -
ADC15 Neg-vc-9411 >10,000 -
ADCS8 EDB-L19-diS-4574 31.9 -
Ab5 EDB-(H16-K222R) 19.3 -
ADC9 EDB-(H16-K222R)-AcLys-vc-CPI-8314 39.4 2.5
ADC17 Neg-(H16-K222R)-AcLys-vc-CPI-8314 >10,000 -
ECso media + desviacion estdndar y nimero (n) de determinaciones. ND = no determinado.

Ejemplo 7
Citotoxicidad in vitro de los ADCs de EDB
Cultivo celular

WI38-VA13 son fibroblastos de pulmén humano transformados con SV40 obtenidos de ATCC y mantenidos en
medio MEM Eagles (Cell-Gro), suplementado con FBS al 10 %, aminoacidos no esenciales MEM al 1 %,
piruvato de sodio al 1 %, 100 unidades/ml de penicilina-estreptomicina y 2 mM de GlutaMax. Los HT29 se
derivan del carcinoma colorrectal humano (ATCC) y se mantienen en medio DMEM suplementado con FBS al
10 % y glutamina al 1 %.

Deteccién de transcripcién de EDB+ de FN

Para el analisis de la expresién genética y la transcripcién de EDB+ de FN, las células proliferantes adherentes
WI38-VA13 y HT29 se disociaron de los matraces de cultivo celular con TrypLE Express (Gibco). Se utilizé el
kit RNeasy Mini (Qiagen) para purificar el ARN total de los pellets de células recolectadas. EI ADN residual se
elimind mediante el Set RNase-Free DNase (Qiagen) durante la purificacién del ARN. Se utilizé el kit High
Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems) para la transcripcion reversa de ARN total a ADNc. El ADNc se
analizé6 mediante PCR cuantitativa en tiempo real utilizando TagMan Universal Master Mix I, con UNG (Applied
Biosystems). La sefial de EDB+ de FN fue detectada por el cebador de TagMan Hs01565271_m1 y normalizada
con el promedio de ambas sefiales de ACTB (cebador de TagMan Hs99999903_m1) y GAPDH (cebador de
TagMan Hs99999905_m1). Todos los cebadores fueron de ThermoFisher Scientific. Se muestran datos de un
experimento representativo.

Deteccién de la proteina EDB+ de FN mediante inmunodeteccidn tipo Western

Para la deteccién de EDB+ de FN mediante inmunodeteccidn tipo Western, se cosecharon células proliferantes
adherentes WI38-VA13 y HT29 mediante raspado celular. Los lisados celulares se prepararon en amortiguador
de lisis celular (Cell Signaling Technology) con inhibidores de proteasa e inhibidores de fosfatasa. El lisado
tumoral se prepard en amortiguador de lisis RIPA o en amortiguador de lisis celular 2X (Cell Signaling
Technology) con inhibidores de proteasa e inhibidores de fosfatasa. Los lisados de proteinas se analizaron
mediante SDS-PAGE y después con inmunodeteccion tipo Western. Las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y luego se bloquearon con leche al 5 % /TBS, después de una incubacién con el
anticuerpo EDB-L19 y el anticuerpo anti-GAPDH (Cell Sighaling Technology) durante la noche a 4 °C. Después
del lavado, el blot anti-EDB se incub6 con el anticuerpo secundario IgG anti-humano ligado a HRP ECL (GE
Healthcare) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después del lavado, la sefial EDB+ de FN fue revelada
por el sustrato de inmunodeteccién tipo Western Pierce ECL 2 (Thermo Scientific) y detectada por peliculas de
rayos X. El blot anti-GAPDH se incub6 con anticuerpo secundario IgG anti-conejo conjugado con Alexa Fluor
680 (Invitrogen) en amortiguador de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Después del lavado, la
sefial de GAPDH fue detectada por el sistema de obtencién de iméagenes LI-COR Odyssey. El analisis
densitométrico de inmunodeteccién tipo Western de EDB+ de FN se realizé utilizando el densitémetro de
obtencidén de imagenes calibrado Bio-Rad GS-800 y se cuantificé utilizando el software Quantity One versién
4.6.9. Se muestran datos de un experimento representativo.

La figura 4 muestra la expresién de EDB+ de FN mediante inmunodeteccién tipo Western en células WI38-
VA13 y HT29. EDB+ de FN se expresa en la linea celular WI38-VA13 y la linea celular de carcinoma de colon
HT29 es negativa cuando se cultiva in vitro.

Deteccién de proteina EDB+ de FN mediante citometria de flujo
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El anticuerpo EDB-L19 se utilizd para medir la expresién de EDB+ de FN en la superficie celular de las células
WI38-VA13 o HT29 mediante citometria de flujo. Las células se disociaron mediante amortiguador de
disociacién celular no enzimético (Gibco) y se incubaron con amortiguador de flujo frio (FB, BSA al 3
%/PBS+Ca+Mg) en hielo para bloquearlas. Luego, las células se incubaron con anticuerpos primarios en hielo
en FB. Después de la incubacién, las células se lavaron con PBS-Ca-Mg frio y luego se incubaron con tinte de
viabilidad (Biosciences) para discriminar células vivas y muertas, de acuerdo con el procedimiento del
fabricante. Las sefiales se analizaron en un citdmetro de flujo BD Fortessa y los datos se analizaron utilizando
el software BD FACS DIVA. Se muestran datos de un experimento representativo.

En la Tabla 18 se resumen los resultados de inmunodeteccion tipo Western, qRT-PCR y citometria de flujo. Los
datos demuestran que WI38-VA13 es EDB+ de FN positivo y HT29 es EDB+ de FN negativo.

Tabla 18. Caracterizacion de la expresién de EDB+ de FN en células WI38 VA13 y HT29

Linea gRT-PCR (2¢ Western (densidad Unién por citometria de flujo (MFI-
celular ddC() normalizada (OD/mm?2)) GeoMean (EDB+ de FN sin tefiir))
WI38- 0.224247 475.397 4480

VA13

HT29 0.000049 0.093 2

Ensayos de citotoxicidad in vitro

Las células WI38-VA13 o HT29 en proliferacién se cosecharon de matraces de cultivo con amortiguador de
disociacién celular no enzimatico y se cultivaron durante la noche en placas de 96 pocillos (Corning) a 1000
células/pocillo en una cdmara humidificada (37 °C, CO2 al 5 %). Al dia siguiente, las células se trataron con
ADCs de EDB o0 ADCs de control de isotipo que no se unen a EDB agregando 50 pl de stock 3x por duplicado
a 10 concentraciones. En algunos experimentos, las células se sembraron a 1500 células/pocillo y se trataron
el mismo dia. Luego, las células se incubaron con ADCs de EDB o ADCs de control de isotipo que no se unen
a EDB durante cuatro dias. En el dia de la cosecha, se agregaron 50 ul de Cell Titer Glo (Promega) a las células
y se incubaron 0.5 horas a temperatura ambiente. La luminiscencia se midié en un lector de placas Victor
(Perkin Elmer, Waltham, MA). La viabilidad celular relativa se determiné como un porcentaje de pocillos de
control no tratados. Los valores de IC5 se calcularon utilizando el modelo logistico de cuatro parametros #203
con XLfit v4.2 (IDBS).

La Tabla 19 muestra la ICso (ng/ml de anticuerpo) de los tratamientos con ADC de EDB en ensayos de
citotoxicidad realizados en células de carcinoma de colon WI38-VA13 (linea celular tumoral positiva para EDB+
de FN)y HT29 (linea celular tumoral negativa para EDB+ de FN). Los ADCs de EDB indujeron la muerte celular
en la linea celular que expresaba EDB+ de FN. Los valores de |Cso fueron similares para todos los ADCs de
EDB que tenian carga util del enlazador vc-0101, en el intervalo de aproximadamente 184 ng/ml a 216 ng/ml
(EDB-L19-vc-0101, EDB-(,cK183C-K290C)-vc-0101, EDB-(K94R)-vc-0101, EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-
0101). Los ADCs del control negativo vc-0101 fueron sustancialmente menos potentes, con valores ICso de
aproximadamente 70 a 200 veces mayores que los ADCs de EDB-vc-0101. Todos los ADCs de vc-0101 tenian
valores de ICso 46 a 83 veces mayores en la linea de células tumorales EDB+ de FN negativas, HT29. Por lo
tanto, los ADCs de EDB dependian de la expresién de EDB+ de FN para su citotoxicidad in vitro.

Otros ADCs de EDB basados en auristatina con enlaces escindibles por proteasa "vc", EDB-L19-vc-9411 y
EDB-L19-vc-1569, también mostraron una potente citotoxicidad en células WA38-VA13 con una alta
selectividad de alrededor de 50 a 180 veces en comparacién con los ADCs de control negativo
correspondientes y una selectividad de alrededor de 25 a 140 veces en comparacién con la linea celular de no
expresion. EIADC de EDB-L19-diS-DM1 tuvo una potencia similar a los ADCs de ve-0101, sin embargo, una
selectividad mucho menor en comparacién con el ADC de control negativo (alrededor de 3 veces) y con las
células HT29 (alrededor de 0.9 veces).

Tabla 19. Citotoxicidad in vitro de ADCs de EDB y ADCs de control que no se unen a EDB.

WI38-VA13 HT29
# de ADC Nombre del ADC Avg ICsg SD n | Avg ICs SD n
ADCA1 EDB-L19-vc-0101 184 143 | 23 | 15,346 4448 5
ADC11 Neg-vc-0101 19,585 | 6762 | 16 | 10,731 8193 24
ADC2 EDB-(kK183C-K290C)-vc-0101 198 176 | 6 9,276 83 2
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ADC12 Neg-(kK183C-K290C)-vc-0101 >40,000 ND 4 21,913 2635 2
ADC3 EDB-(K94R)-vc-0101 184 138 7 10,577 2065 2
ADC4 EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 216 94 6 15,584 58 3
ADCS EDB-L19-diS-DM1 268 150 8 237 180 2
ADC13 Neg-diS-DM1 879 82 5 ND ND ND
ADC6 EDB-L19-diS-C20CO-1569 21 8 6 5 3 2
ADC14 Neg-diS-C20C0O-1569 36 6 3 ND ND ND
ADC7 EDB-L19-vc-9411 46 22 3 1,183 - 1
ADC15 Neg-vc-9411 2,514 260 3 1,243 - 1
ADC8 EDB-L19-diS-4574 487 406 4 429 228 2
ADC16 Neg-diS-4574 1,279 - 1 ND ND ND
ADC9 EDB-(H16-K222R)-Aclys-vc-CPI-8314 34 30 5 3,449 - 1
ADC17 Neg-AcLys-vc-IPC-8314 2,656 876 3 15,110 15,408 | 2
ADC10 EDB-L19-vc-1569 40 1 2 5,702 - 1
ADC18 Neg-vc-1569 7283 - 1 ND ND ND

ICs0 media + desviacién estandar y niumero (n) de determinaciones. ND = no determinado.

Como se muestra en la Tabla 20, las cargas utiles no conjugadas fueron altamente potentes en ambas lineas
celulares, independientemente de la expresién de EDB+ de FN, lo que indica que estas células son sensibles
a los agentes citotéxicos utilizados como cargas utiles de ADC.

Tabla 20. Potencia de la citotoxicidad in vitro de diversos compuestos no conjugados.

WI38-VA13 HT29
Nombre de la carga util Avg ICs0 (nM) SD n Avg ICs0 (nM) SD n
Carga util-1569 0.269 0.134 7 0.074 0.080 3
Carga util-DM1 3.06 2.77 5 2.63 2.30 8
Carga Util-0101 0.392 0.326 12 0.090 0.043 14
Carga Util-0326 <0.001 ND 2 0.049 0.028 2
Carga util-4574 3.54 1.14 2 3.65 1.89 2
Carga til-9411 0.519 0.144 2 0.197 0.177 3
Carga (til-Cemadotin 24.2 2.14 2 43.8 - 1

ICs0 media + desviacién estandar y numero (n) de determinaciones. ND = no determinado.

Ejemplo 8
Eficacia in vivo de los ADCs de EDB

Los ADCs de EDB se evaluaron en xenoinjertos de lineas celulares (CLX), xenoinjertos derivados de pacientes
(PDX) y modelos tumorales singénicos. La expresién de EDB+ de FN se detecté mediante un ensayo
inmunohistoquimico (IHC) como se describié previamente en la presente memoria.
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Para generar modelos CLX, se implantaron 8x108 hasta 10x108 células de las lineas tumorales H-1975, HT29
o Ramos en ratones desnudos atimicos hembra por via subcutanea. Las células Ramos y H-1975 para
inoculacién se suspendieron en Matrigel al 50 % y al 100 % (BD Biosciences), respectivamente. Para el modelo
de Ramos, los animales recibieron irradiacién de cuerpo entero (4 Gy) antes de la inoculacién celular para
facilitar el establecimiento de tumores. Cuando el volumen tumoral promedio alcanzé aproximadamente de 160
a 320 mm®, los animales fueron asignados aleatoriamente a grupos de tratamiento, con 8-10 ratones en cada
grupo. Los ADCs o el vehiculo (PBS) se administraron por via intravenosa en el dia 0 y luego los animales
recibieron una dosis cada 4 dias durante 4 a 8 dosis. Los tumores se midieron una o dos veces por semana y
el volumen del tumor se calculé como volumen (mm3) = (ancho x ancho x largo)/2. Se monitoreo el peso
corporal de los animales durante 4 a 9 semanas y no se observé pérdida de peso en ninguno de los grupos de
tratamiento.

Para generar modelos de PDX, se recolectaron tumores de animales donadores y se implantaron fragmentos
de tumores de aproximadamente 3 x 3 mm por via subcutanea en el flanco de ratones desnudos atimicos
hembra (para el modelo PDX-NSX-11122) o ratones NOD SCID (para los modelos de PDX-PAX-13565 y PDX-
PAX-12534) utilizando un trocar de calibre 10. Cuando el volumen tumoral promedio alcanzé aproximadamente
de 160 a 260 mm?, los ratones fueron asignados aleatoriamente en grupos de tratamiento, con 7-10 ratones en
cada grupo. El régimen de dosificacién y la via de administracién de ADCs o vehiculo (PBS), asi como los
procedimientos de medicién del tumor, son los mismos que los descritos anteriormente para los modelos CLX.
Se monitoreo el peso corporal de los animales durante 5 a 14 semanas y no se observé pérdida de peso en
ninguno de los grupos de tratamiento. La inhibicién del crecimiento del tumor se representa graficamente como
un promedio del tamafio del tumor + SEM.

Expresién de EDB+ de FN

Como se muestra en la Tabla 21, la expresién de EDB+ de FN en los modelos CLX H-1975, HT29 y Ramos,
los modelos de PDX PDX-NSX-11122, PDX-PAX-13565 y PDX-PAX-12534 y los modelos de tumores
singénicos EMT-6 se midié mediante la unidén del anticuerpo EDB-L19 y la posterior deteccidn en el ensayo de
IHC. EI CLX de HT-29 era un CLX de expresién moderada, pero fue negativa cuando se examiné in vitro debido
al predominio de la expresion de proteinas en el CLX que se deriva del estroma tumoral.

Tabla 21. Expresién de EDB+ de FN

Modelo de eficacia Tipo de tumor Expresién general de EDB+ de FN
PDX-NSX-11122 | PDX NSCLC Alto
EMT-6 Carcinoma mamario singénico de ratén (mama) Alto
PDX-PAX-13565 | PDX Adenocarcinoma de pancreas Moderado/Alto
H-1975 CLX NSCLC Moderado/Alto
HT29 CLX Cancer colorrectal Moderado
Ramos CLX Linfoma de Burkitt Moderado
PDX-PAX-12534 | PDX Adenocarcinoma de pancreas Bajo/Moderado

PDX NSCLC PDX-NSX-11122

Se evaluaron los efectos de diversos ADCs en PDX-NSX-11122, un modelo PDX de cancer humano de NSCLC
que expresa altos niveles de EDB+ de FN. La Figura 5A muestra la actividad antitumoral de EDB-L19-vc-0101
a 0.3, 0.75, 1.5 y 3 mg/kg. Los datos demuestran que EDB-L19-vc-0101 mostré regresién tumoral en una
manera dependiente de la dosis a 3 mg/kg y 1.5 mg/kg.

Se comparé la eficacia antitumoral de los ADCs ligados a vec con la de los ADCs ligados a disulfuro. Las Figuras
5B y 5C muestran la actividad antitumoral de EDB-L19-vc-0101 a 3 mg/kg en comparacién con 10 mg/kg de
EDB-L19-diS-DM1 unido por disulfuro y EDB-L19-vc-0101 a 1 y 3 mg/kg en comparacién con 5 mg/kg de EDB-
L19-diS-Co,OCO-1569 unido por disulfuro, respectivamente. Como se muestra en las Figuras 5B y 5C, EDB-
L19-vc-0101 demostré una mayor eficacia en comparacién con los ADCs de control negativo de isotipo y los
ADCs que se generaron utilizando un enlazador disulfuro, EDB-L19-diS-DM1 y EDB-L19-dis-Co,OCO-1569.
Ademas, los animales portadores de tumores que fueron tratados con EDB-L19-vc-0101 presentaron un
crecimiento tumoral retardado a 1 mg/kg y regresiones completas a 3 mg/kg. Los datos demuestran que EDB-
L19-vc-0101 (ADC1) inhibe el crecimiento de xenoinjertos de NSCLC PDX-NSX-11122 en una manera
dependiente de la dosis.

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3007 557 T3

Se evalud la actividad de los ADCs de conjugacién convencional y especifica del sitio. La figura 5D muestra la
eficacia antitumoral del conjugado especifico del sitio EDB-(kK183C+K290C)-vc-0101 en comparacién con el
EDB-L19-ve-0101 conjugado convencionalmente a dosis de 0.3, 1y 3 mg/kg y 1.5 mg/kg, respectivamente. La
eficacia basada en el nivel de dosis fue comparable y el EDB-(kK183C+K290C)-vc-0101 condujo a la regresién
del tumor de manera dependiente de la dosis.

Se evalud la actividad de los ADCs de EDB vc-0101 que tienen diversas mutaciones. La Figura 5E muestra la
eficacia antitumoral del conjugado especifico del sitio EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 a las dosis de 0.3,
1y 3 mg/kg. EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 indujo regresién tumoral a 1y 3 mg/kg. La Figura 5F muestra
las curvas de inhibicién del crecimiento tumoral para los 10 ratones individuales portadores de tumores en el
grupo EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 dosificado a 3 mg/kg de la Figura 5E. Las regresiones tumorales
en el grupo de 3 mg/kg fueron completas y duraderas en 8 de 10 ratones (80 %) al final del estudio (95 dias).

CLX NSCLC H-1975

Se evaluaron los efectos de diversos ADCs de CPI y de auristatina ligada a vc en H-1975, un modelo CLX de
NSCLC de cancer humano de expresién de EDB+ de FN de moderada a alta. La Figura 6A muestra EDB-L19-
ve-0101 evaluado para actividad antitumoral a 0.3, 0.75, 1.5y 3 mg/mg. Los datos demuestran que EDB-L19-
ve-0101 mostré regresiéon tumoral de manera dependiente de la dosis a 3 mg/kg y a tan solo a 1.5 mg/kg. La
Figura 6B muestra que se evaluaron EDB-L19-vc-0101 y EDB-L19-vc-1569 para determinar su actividad
antitumoral a 0.3, 1y 3 mg/kg. Los datos demuestran que EDB-L19-vc-0101 y EDB-L19-vc-1569 mostraron
regresion tumoral de manera dependiente de la dosis.

Se compard la actividad antitumoral de los ADCs de auristatina ligados a vc con la de los ADCs de CPI. Como
se muestra en la Figura 6C se evaluaron EDB-L19-vc-0101 y EDB-(H16-K222R)-AcLys-vc-CPI-8314 a 0.5, 1.5
y 3 mg/kg y 0.1, 0.3 y 1 mg/kg, respectivamente. Tanto EDB-L19-vc-0101 como EDB-(H16-K222R)-AcLys-vc-
CPI-8314 mostraron regresién tumoral en las dosis mas altas evaluadas.

Se evalué la actividad de los ADCs de EDB de conjugacién convencional y especifica del sitio. La Figura 6D
muestra la eficacia antitumoral del conjugado especifico del sitio EDB-(kK183C+K290C)-vc-0101 en
comparacién con el conjugado convencional EDB-L19-vc-0101 a dosis de 0.5, 1.5y 3 mg/kg. La eficacia basada
en el nivel de dosis fue comparable y el EDB-(kK183C+K290C)-vc-0101 condujo a la regresién del tumor de
manera dependiente de la dosis.

Se evalud la actividad de los ADCs de EDB vc-0101 que tienen diversas mutaciones. La Figura 6E muestra la
eficacia antitumoral de EDB-L19-vc-0101 y EDB-(K94R)-vc-0101 a 1y 3 mg/kg. La Figura 6F muestra la eficacia
antitumoral de EDB-(kK183C+K290C)-vc-0101 y EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 a dosis de 1y 3 mg/kg.
Los 4 ADCs demostraron una eficacia similar en el modelo H-1975 independientemente de si contenian las
mutaciones kKK183C-K290C y/o K94R. Ademés, todos los ADCs analizados demostraron una eficacia
antitumoral robusta, incluyendo regresiones tumorales a 3 mg/kg. Estos datos demuestran que la introduccién
de las mutaciones kK183C-K290C y/o K94R no afectd negativamente a la eficacia de los ADCs.

CLX de colon HT29

Se evaluaron los efectos de diversos ADCs de auristatina ligados a vc en HT29, un modelo CLX de cancer de
colon humano con expresiéon de EDB+ de FN moderada. Como se muestra en la Figura 7, se probaron, EDB-
L19-vc-0101 y EDB-L19-vc-9411 para determinar su actividad antitumoral a 3 mg/kg. Tanto EDB-L19-vc-0101
como EDB-L19-vc-9411 mostraron regresion tumoral a la dosis de 3 mg/kg a lo largo del tiempo.

PDXs pancreéticos PDX-PAX-13565 y PDX-PAX-12534

Se evalué la eficacia antitumoral de EDB-L19-vc-0101 en modelos de PDX pancreaticos humanos. Como se
muestra en la Figura 8A, se evalué EDB-L19-vc-0101 a 0.3, 1 y 3 mg/kg en PDX-PAX-13565, un PDX
pancreatico de expresién de EDB+ de FN de moderada a alta. Como se muestra en la Figura 8B, se evalud
EDB-L19-vc-0101 a 0.3, 1 y 3 mg/kg en PDX-PAX-12534, un PDX pancreético de expresién de EDB+ de FN
de baja a moderada. EDB-L19-vc-0101 demostré regresién tumoral de manera dependiente de la dosis en
ambos modelos de PDX pancreéticos evaluados.

Linforma CLX Ramos

Se evaluf la eficacia antitumoral de EDB-L 19-vc-01 01 en Ramos, un modelo de linfoma CLX de expresidén de
EDB+ de FN moderada. Se evalu6 la actividad antitumoral de EDB-L19-vc-0101 a 1 y 3 mg/kg. Como se
muestra en la Figura 9, EDB-L19-vc-0101 mostré regresién tumoral a la dosis de 3 mg/kg en una manera
dependiente de la dosis.

Modelo singénico de mama EMT-6
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Se evaluf la eficacia antitumoral de EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 en EMT-6, un modelo de carcinoma
de mama singénico de ratdén en un contexto inmunocompetente. Como se muestra en la Figura 10A, EDB-
(,cK183C-K94R-K290C)-vc-0101 demostré inhibicién del crecimiento tumoral a 4.5 mg/kg. La inhibicién del
crecimiento del tumor se representd graficamente como un promedio del tamafio del tumor en once animales
portadores de tumores + SEM. La Figura 10B muestra las curvas de inhibicién del crecimiento tumoral para los
11 ratones individuales portadores de tumores en el grupo EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 dosificado a
4.5 mg/kg. Las regresiones tumorales en el grupo de 4.5 mg/kg fueron completas y duraderas en 9 de 11
ratones (82 %) al final del estudio (34 dias).

Ovarico

Se examind la actividad de EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 en modelos PDX humanos de carcinoma de
ovario y de mama que expresan EDB+ de FN. Se ha observado actividad en dosis de 3 mg/kg y 10 mg/kg
(datos no mostrados).

Ejemplo 9
Farmacocinética (PK)

Se determiné la exposicion de los conjugados de anticuerpo-farmaco de EDB-L19-vc-0101 convencionalmente
conjugado y EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 de conjugaciéon especifica del sitio después de una
administracién de una dosis en bolo intravenoso (V) de 5 0 6 mg/kg en monos cinomaélogos, respectivamente.
Las concentraciones de anticuerpos totales (Ab total; medicién tanto de mAb conjugado como de mAb no
conjugado), ADC (mAb que esta conjugado con al menos una molécula de farmaco) se midieron mediante
ensayos de unién al ligando (LBA) y las concentraciones de la carga util 0101 liberada se midieron utilizando
espectrometria de masas. La cuantificacion de las concentraciones totales de Ab y ADC se logré mediante el
ensayo de union al ligando (LBA) utilizando la estacion de trabajo Gyrolab® con deteccidn de fluorescencia. La
proteina de captura biotinilada utilizada fue un anti-higG de oveja y el anticuerpo de deteccion fue el anti-higG
de cabra Alexa Fluor 647 para anticuerpos totales o el mAb anti-0101 Alexa Fluor 647 para ADC (los datos
fueron procesados mediante el sistema Watson v 7.4 LIMS). Se prepararon muestras in vivo para el analisis de
carga util no conjugada utilizando precipitacién de proteinas y se inyectaron en un espectrémetro de masas AB
Sciex API5500 (QTRAP) utilizando ionizacién por electrospray (ESI) Turbo lonSpray positiva y modo de
monitoreo de reaccién multiple (MRM). Las transiciones de 743.6—188.0 y 751.6—188.0 se utilizaron para el
analito y el estdndar interno deuterado, respectivamente. La adquisiciéon y el procesamiento de datos se
realizaron con el software Analyst versién 1.5.2 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada).

La farmacocinética del Ab total, ADC y la carga util liberada de monos cinomélogos dosificados con ADC de
EDB-L19-vc-0101 (a 5 mg/kg) y ADC de EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101(6 mg/kg) se muestran en la
Tabla 22. La exposicion del ADC de EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 de conjugacidn especifica del sitio
mostré una mayor exposiciéon (un aumento de ~2.3X medido por el AUC normalizado a la dosis) y una mayor
estabilidad de la conjugacién cuando se compara con el conjugado convencional. La estabilidad de la
conjugacién se evalud tanto por la mayor proporcién de ADC/Ab (84 % versus 75 %) como por la menor
exposicién a la carga util liberada (AUC normalizada a la dosis; 0.0058 versus 0.0082 pg*h/mL) para el ADC
conjugado especifico del sitio EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 en comparaciéon con el ADC convencional
EDB-L19-vc-0101, respectivamente. NA= no aplicable.

Tabla 22. Sumario de la farmacocinética en primates no humanos.

ADC Dosis Analito Crmax AUC o504 Terminal AUC/ ADC/Ab
(mg/kg) (Mg/ml) (Hg*hr/ml) T1p (dia) Dosis (%)
EDB-L19-vc-0101 5 Ab 114 £ 27 6907 £1997 | 5122 1381 -
(ADC1) +399
ADC 110 £ 31 5190 £1453 | 46x1.0 1038 75%2
291
Carga 0.00053 0.0411 NA 0.0082 -
atil +0.00025 +0.0160 +0.0032
EDB-(kK183C- 6 Ab 164 £ 36 17600 6.4+£13 2933 % -
K94R-K290C)-ve- +3045 507
0101 (ADC4)
ADC 156 +30 14567 59+1.1 2428 843
2122 +354

55



10

15

20

25

30

35

ES 3007 557 T3

Carga 0.00024
atil +0.00021

0.0349 NA
+0.0030

0.0058 -
+0.0005

Ejemplo 10
Evaluacién de la estabilidad térmica de los ADCs de EDB

Se utilizé calorimetria diferencial de barrido (DCS) para determinar la estabilidad térmica de las variantes de
anticuerpos anti-EDB y los ADCs de EDB de conjugacién convencional y especifica del sitio correspondientes.
Las muestras formuladas en PBS-CMF pH 7.2 se dispensaron en la bandeja de muestras de un MicroCal VP-
Capillary DSC con muestreador automatico (GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ), se equilibraron
durante 5 minutos a 10 °C y luego se escanearon hasta 110 °C a una tasa de 100 °C por hora. Se seleccion6
un periodo de filtrado de 16 segundos. Los datos brutos se corrigieron segun la linea de base y se normalizd
la concentracién de proteina. Se utilizé Origin Software 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA) para
ajustar los datos a un modelo MN2-State con un nimero adecuado de transiciones.

Tal como se muestra en la Tabla 23, se evaluaron diversos anticuerpos anti-EDB y ADCs de EDB, utilizando
tecnologia de conjugacién tanto especifica del sitio como convencional, y mostraron una estabilidad térmica
favorable segun lo determinado por la primera transicién de fusién (Tm1) >65 °C. Estos resultados demuestran
que el anticuerpo EDB-(kK183C-K94R-K290C y el ADC de kK183C- K94R-K290C-vc-0101 que incorporan
residuos de cisteina disefiados fueron térmicamente estables.

Tabla 23: Estabilidad térmica de las variantes de anticuerpos EDB y los ADCs de EDB

ADCs tm1 tm2 tm3
EDB-L19-vc-0101 66.00+ 0.15 | 80.97+0.25 | 84.11+ 0.06
EDB-(K94R)-vc-0101 65.61+0.14 | 80.24+0.22 | 83.43+0.05
EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 | 66.00 £ 0.10 | 80.24+ 0.43 | 83.27 £+ 0.10
Anticuerpos tm1 tm2 tm3
EDB-(kK183C-K94R-K290C) 7528+0.12 | 81.56+0.37 | 84.24+0.12
EDB-L19 72* 82* 85*

*Valores determinados en un experimento diferente a otros reportados en la tabla

Ejemplo 11
Estudios de toxicidad

El perfil de seguridad no clinico del conjugado convencional EDB-L19-vc-0101 y del conjugado especifico del
sitio EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 se caracterizd en estudios exploratorios de dosis repetidas (Q3Wx3)
en ratas Wistar-Han y monos cinomélogos. La rata y el mono cinomélogo se consideraron especies no clinicas
farmacolégicamente relevantes para la evaluacién de toxicidad debido a la homologia de secuencia de proteina
del 100 % con EDB humano, asi como a la afinidad de unién similar de los anticuerpos EDB-L19 y EDB-
(,cK183C-K94R-K290C) a rata, humano y mono mediante ensayo de Biacore, como se demuestra en el
Ejemplo 2.

Se evalub EDB-L19-vc-0101 en ratas Wistar Han y monos cinomélogos hasta 10 y 5 mg/kg/dosis,
respectivamente, y se evalué EDB-(kK183C-K94R-K290C)-ve-0101 en monos cinomélogos hasta 12
mg/kg/dosis. A las ratas 0 monos se les administré una dosis intravenosa una vez cada 3 semanas (los dias 1,
22y 43) y se les sacrificd el dia 46 (3 dias después de la 3™ dosis). Se evaluaron los signos clinicos, cambios
en el peso corporal, consumo de alimentos, pardmetros de patologia clinica, peso de los érganos y
observaciones macroscépicas y microscdpicas de los animales. En estos estudios no se observé mortalidad ni
cambios significativos en el estado clinico de los animales.

No hubo indicios de toxicidad dependiente de la diana en los tejidos/6rganos que expresaban EDB+ de FN en
ratas y monos. En ambas especies, la principal toxicidad fue la mielosupresiéon reversible con cambios
hematoldgicos asociados. En monos, se observé una marcada neutropenia transitoria con EDB-L19-vc-0101
conjugado convencionalmente a 5 mg/kg/dosis, mientras que solo se observaron efectos minimos en los
recuentos de neutréfilos con EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 de conjugacién especifica del sitio a 6
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mg/kg/dosis, como se muestra en la Tabla 24 y la Figura 11. Los puntos representan la media y las barras de
error representan +1 desviacion estandar (SD) de la media.

Los datos demuestran un alivio significativo de la mielosupresién mediante la conjugacién especifica del sitio.
El perfil de toxicidad de EDB-L19-vc-0101 y EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 fue consistente con los
efectos independientes de la diana de estos conjugados y se determiné que las dosis més altas no gravemente
téxicas (HNSTD) para EDB-L19-vc-0101 y EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 fueron =5 mg/kg/dosis y = 12
mg/kg/dosis, respectivamente.

Tabla 24. Recuentos absolutos de neutréfilos en monos cinomélogos durante la duracidn del estudio.

0 mg/kg (vehiculo) EDB-L19-vc-0101 (5 EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 (6
mg/kg) mg/kg)

Dia AniTaI # Anir;al # | Animal #1 Animal # 2 Animal # 1 Animal # 2
-7 3.26 2.9 8.48 4.67 2.41 7.42

7 3.54 2.52 7.08 2.29 3.96 43

10 3.16 6.83 0.1 0.82 2.66 1.56

15 3.06 1.98 11.41 3.65 1.37 1.44
31 3.87 4.17 0.39 2.07 1.91 2.22
38 3.09 563 16.17 2.73 1.97 1.13
45 3.53 2.07 13.02 1.83 1.4 3.78

Ejemplo 12

Combinaciones 10

A medida que las células cancerigenas mueren, liberan antigenos que son absorbidos y presentados por las
células dendriticas (DCs). Debido a las mutaciones en estas células tumorales, algunos de estos antigenos
incluyen neoepitopes de céncer, los cuales tienen el potencial de ser presentados por las DCs maduras a las
células T, activdndolas asi e induciendo el direccionamiento antitumoral. Sin embargo, los mecanismos
reguladores negativos estan regulados positivamente en los pacientes con cancer. Por ejemplo, la sefializacién
a través de puntos de control tal como las vias PD-1/PD-L1 puede limitar el reconocimiento de los neoepitopes

y la activacién de las células T.

Las cargas utiles conjugadas con anticuerpos en el formato ADC pueden participar para activar las vias de
maduracién de células dendriticas, lo que resulta en una mayor presentacién cruzada de antigenos tumorales,
lo que permite el cebado de células T y una mayor orientacién de las células T tumorales. Los ADCs de EDB
de la presente invencién, que comprenden diversas cargas Utiles tal como la Carga util-0101, se utilizaron para
mejorar el reconocimiento inmunolégico de neoantigenos tumorales mediante la creacién de entornos
tumorales inmunogénicos. Estos entornos se vuelven sensibles a los agentes inmunooncolégicos que bloquean
las vias reguladoras negativas, cuando el ADC de EDB y el agente inmunooncolégico se administran en
combinacion.

Los datos de estudios de eficacia de tumores singénicos EMT6 tratados con EDB-L19-vc-0101 sugieren que
se indujo una respuesta efectora a la Carga util-0101. Se observé una mayor infiltracién de células T CD3+ en
los tumores tratados con EDB-L19-vc-0101 versus los controles del vehiculo. Ademas, se observé una mayor
expresién de PDL1 en los tumores tratados, lo que sugiere una liberacién de IFNy debido a la mayor respuesta
de las células T efectoras.

La combinacién de ADCs de EDB con agentes que se dirigen a las vias inmunomoduladoras, tal como los
anticuerpos antagonistas anti-PDL1 o los anticuerpos agonistas anti-41BB, probablemente mejorara la eficacia
antitumoral y proporcionaré respuestas mas duraderas.

Ejemplo 13

Biomarcador/Mecanismo de accién

57



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 3007 557 T3

El modelo PDX NSCLC PDX-NSX-11122 se desarrollé en ratones desnudos como se describidé previamente.
Los ADC de EDB-(K94R)-vc-0101, EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 y Neg-vc-0101 se administraron
mediante inyeccién en la vena de la cola a 3 mg/kg (4 animales por punto de tiempo por grupo). A las 96 horas
después de una Unica administracion, los animales fueron anestesiados y perfundidos con salina. Después de
la perfusién salina, se extrajeron los tumores y se prepararon para la mediciéon de anticuerpos y ADC mediante
un ensayo de unién al ligando (LBA), o se prepararon para inmunohistoquimica (IHC).

Ensayo de unién al ligando (LBA)

Para los ensayos de LBA, se afladié amortiguador 5x a las muestras de tumor. El reactivo de extraccién de
tejido (Invitrogen) contenia inhibidor de proteasa al 1 % (Sigma), (v/p) con una dilucién final de 6x (ug/mL de
homogeneizado — ug/g del tejido). Se afiadieron perlas de acero inoxidable y se homogeneizé el tejido
utilizando un Mini-Beadbeater-96 (BioSpec). El homogeneizado (-100- 300 pL dependiendo del tamafio de la
muestra) se transfirié a un vial adecuado (tubo Marsh) y se centrifugé a 14000 rpm durante 10 minutos (4 °C).
El homogeneizado centrifugado se diluyé (MRD) con Super Block™ para analisis de acuerdo con el protocolo
analitico.

Tal como se muestra en la Tabla 25, se utilizaron ensayos de unién al ligando para determinar las
concentraciones medias de anticuerpos totales y ADC plasmético (ug/mL) y concentraciones tumorales (ug/g)
después de la administracién de una dosis Unica de ADCs de EDB. Los datos demuestran que EDB-(K94R)-
ve-0101 y EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 se detectaron en el sitio del tumor en niveles aumentados,
medidos por el anticuerpo total y ADC, en comparacién con Neg-ve-0101. Ademas, se observé una disminucién
de la proporcién plasma-tumor tanto para el ADC como para el anticuerpo total para EDB-(K94R)-vc-0101 y
EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 en comparacion con Neg-ve-0101, lo que indica una mayor eficiencia de
la focalizacion especifica del tumor de los ADCs dirigidos a EDB.

Tabla X. Concentraciones plasméticas y tumorales medias de Ab total y ADC en PDX NSCLC.

ADC Modalidad Plasma a las 96 Tumor a las 96 Proporcién
horas (ug/mL) horas (ug/g) plasma/tumor

EDB-(K94R)-vc-0101 Ab Total 13.1+£3.7 102+26 1.3

ADC 12.0+4.0 8.93+1.77 1.3
EDB-(kK183C-K94R- Ab Total 10.3+x2.4 7.17 £2.40 1.4
K290C)-vc-0101

ADC 8.19+£2.03 6.01+1.96 1.4
Neg-vc-0101 Ab Total 242+66 474084 5.1

ADC 20258 3.67+£0.80 5.5

Inmunohistoquimica (IHC)

Para la deteccién inmunohistoquimica de la distribucién de ADC y los biomarcadores de respuesta corriente
abajo, las muestras se fijaron en formalina amortiguada neutra al 10 % durante 48 horas. Después de la fijacion,
las muestras se embebieron en parafina y se cortaron a 5 pM. Las secciones de parafina cortadas se
desparafinaron en sustituto de xileno y se rehidrataron con alcoholes graduados en agua destilada. Los
antigenos se recuperaron en: 10 mM de amortiguador Citrato pH 6.0 (Invitrogen) para deteccién de fosfo-
histona H3 y caspasa 3 escindida o amortiguador de Borg Decloaker pH 9.5 (Biocare Medical) para la deteccién
de IgG anti-humano y la deteccién de anti-0101 en una olla a presién (Electron Microscopy Sciences) y enfriado
a temperatura ambiente. La peroxidasa endbgena se bloqueé con peréxido de hidrégeno al 3 % durante 10
minutos. Las interacciones proteicas no especificas se bloquearon con el bloqueo de proteinas (DAKO) durante
20 minutos. Las secciones de tejido se incubaron con anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los anticuerpos primarios fueron: 0.3 pg/mL de anticuerpo IgG Pan anti-humano (Epitomics); 10
Hg/mL de Ab anti-0101; 0.13 pg/mL de histona H3 anti-fosfo (pHH3, Cell Signaling Technologies); 1.3 pg/mL de
anti-caspasa 3 escindida (Cell Signaling Technologies). Para evitar la deteccién de ratén sobre raton, los
anticuerpos isotipo anti-0101 se etiquetaron con AlexaFluor 488 utilizando el kit de etiquetado de proteinas
Alexa Fluor 488 (Life Technologies). Los anticuerpos primarios no etiquetados se detectaron con el reactivo
Signalstain Boost (Cell Signaling Technologies) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos
primarios etiquetados con AlexaFluor 488 se detectaron con 1 pug/ml de anti-AlexaFluor488 de conejo (Life
Technologies) durante 45 minutos a temperatura ambiente, seguido de una incubacion con el reactivo
Signalstain Boost (Cell Signaling Technologies) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se utilizé6 DAB+
(3',3"-Diaminobenzidina; Dako) para desarrollar el color durante 5 minutos. Las secciones se contratefiieron
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brevemente con hematoxilina, se lavaron con agua, se deshidrataron en alcoholes graduados, se aclararon con
sustituto de xileno y se cubrieron con medio de montaje Permount.

A las 96 horas después de una dosis Unica, tanto el EDB-(K94R)-vc-0101 convencional como EDB-(kK183C-
K94R-K290C)-vc-0101 de conjugacién especifica del sitio se detectaron de manera similar mediante IHC de
IgG anti-humano en el modelo PDX PDX-NSX-11122. Se observé un aumento en las células positivas para
pHH3, un marcador del arresto mitético, en los tumores tratados con EDB-(K94R)-vc-0101 y EDB-(kK183C-
K94R-K290C)-vc-0101 en comparacién con los tratados con el ADC de control negativo (Neg-vc-0101). La
mayoria de las células que albergaban el marcador del arresto mitético pHH3 eran células neopléasicas, lo que
sugiere el efecto espectador. La tincién de caspasa 3 escindida indicé un aumento de la apoptosis en aquellos
tumores tratados con EDB-(K94R)-vc-0101 (y EDB-(kK183C-K94R-K290C)-vc-0101 en comparacién con los
tumores tratados con el ADC de control negativo (Neg-vc-0101).
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende:

(a) un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une al dominio B extra de fibronectina,
en el que el anticuerpo, o el fragmento de unién al antigeno, comprende una regién variable de la cadena
pesada que comprende tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 3, 5y 7, y una regién variable de la cadena
ligera que comprende tres CDRs que comprenden SEQ ID NOs: 12, 13 y 14, en el que la cadena pesada
comprende un residuo de cisteina disefiado en la posicion 290 (K290C), de acuerdo con la numeracién del
indice EU de Kabat, y en el que la cadena ligera comprende un residuo de cisteina disefiado en la posicién 183
(kK183C), de acuerdo con la numeracién de Kabat,

(b) un enlazador, y
(c) un farmaco.

2. El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo, o fragmento de unién al
antigeno, comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 1 0 21, y una regién
variable de la cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 10.

3. El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacién 1 o0 2, en el que el anticuerpo, o fragmento de unién al
antigeno, comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 19 o 25, y una cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 31.

4. El conjugado anticuerpo-farmaco de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el
anticuerpo, o fragmento de unidén al antigeno, comprende una regién variable de la cadena pesada que
comprende una mutacion de lisina a arginina en la posicion 94 (K94R), de acuerdo con la numeracién de Kabat.

5. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el enlazador es
un enlazador escindible.

6. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el enlazador se
selecciona del grupo que consiste en
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7. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el enlazador,

cuando se conjuga con el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, y el farmaco comprende la
siguiente estructura:

)
R O
N\/f\ux\v/‘l\N N\:)LN 2
0 H o \ H
=\NH
O TNH,

5 8. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el farmaco es un
agente citotéxico.

9. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el farmaco es
una auristatina.

10. El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacién 9, en el que la auristatina se selecciona de un grupo
10 que consiste en

0101 \ef

9411

SH

45874

11. El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacidén 9, en el que la auristatina es 0101 y en el que la
15 auristatina conjugada con el enlazador comprende la siguiente estructura:
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12. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 que comprende una regién
variable de la cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 21 y una regidn variable de la cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 10, un enlazador vc y auristatina 0101.

13. El conjugado anticuerpo-farmaco de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que la
cadena pesada comprende SEQ ID NO: 25 y la cadena ligera comprende SEQ ID NO: 31, un enlazador vc y
auristatina 0101.

14. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o0 5-11, que comprende una
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 19 y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31, un
enlazador vc y auristatina 0101.

15. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el agente
citotéxico, el enlazador y el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, estan enlazados para
generar la estructura:

SeISER T Q/“(n \'[;\rqr’w«m

s ‘“w
MH
7 T NH
en el que:

X-S representa el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, en el que S es el atomo de azufre
de al menos un residuo de cisteina en el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo.

16. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende

(a) un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une al dominio B extra de fibronectina,
en el que el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno, comprende una cadena pesada que comprende SEQ
ID NO: 25 y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO: 31;

(b) un enlazador escindible y
(c) un farmaco citotéxico,

en el que el enlazador escindible, el farmaco citotéxico y el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del
mismo, estén enlazados para generar la estructura:

O

et oy Jf '\rqur .

\% ’g\/\//\\/U\N N \/u\h‘ H (

\
QO H 5 Ao/

en el que:

X-S representa el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, y S es el atomo de azufre de al
menos un residuo de cisteina en el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo.
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17. Una composicion farmacéutica que comprende el conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 y un portador farmacéuticamente aceptable.

18. Una composicién que comprende una pluralidad de conjugados anticuerpo-farmaco de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 16, y opcionalmente un portador farmacéutico, en el que la composicién tiene una DAR
promedio que variade 3a5ode1a3.

19. Un acido nucleico que codifica para una cadena pesada y una cadena ligera del anticuerpo, o fragmento
de unidn al antigeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 o un vector que comprende
el 4cido nucleico o una célula hospedera que comprende el 4cido nucleico o el vector.

20. Un proceso para producir un conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16 que comprende:

(a) unir el enlazador al farmaco;
(b) conjugar el enlazador y el farmaco con el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, y

(c) purificar el conjugado anticuerpo-farmaco, opcionalmente en el que la conjugacién es especifica del sitio en
uno o mas residuos de cisteina disefiados en el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo.

21. El conjugado anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para uso en el tratamiento
de un trastorno o enfermedad que expresa EDB+ de FN en un sujeto.

22. El conjugado anticuerpo-farmaco para uso de acuerdo con la reivindicacién 21, en el que el trastorno o
enfermedad que expresa EDB+ de FN es cancer.

23. El conjugado anticuerpo-farmaco para uso de acuerdo con la reivindicacién 22, en el que el cancer es
cancer de pulmdn de células no pequefias, cancer de colon, cédncer de pancreas, linfoma y cancer de mama.
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