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COMPOSITIONS AND METHODS FOR MODULATING VASCULAR
DEVELOPMENT

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates gencrally to compesitions and methods that arc uscful
for modulating vascular development. In part, the present invention relates to the use of
Delta-like 4 (DLLA4) antagonists for the diagnosis and treatment of disorders associated with

angiogenesis.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Decvelopment of a vascular supply is a fundamental requirement for many
physiological and pathological processes. Aclivcly growing tissues such as embryos and
tumors requirc adcquate blood supply. They satisfy this nced by producing pro-angiogenic
factors, which promote new blood vessel formation via a process called angiogenesis.
Vascular tube formation is a complex but orderly biological event involving all or many of
the following steps: a) Endothelial cells (ECs) proliferate from existing ECs or differentiate
from progenitor cells; b) ECs migrate and coalesce to form cord-like structures; ¢) vascular
cords then undergo tubulogenesis to form vesscls with a central lumen; d) cxisting cords or
vesscls send out sprouts to form secondary vessels; ) primitive vascular plexus undergo
further remodeling and reshaping; and f) peri-endothelial cells are recruited to encase the
endothelial tubes, providing maintenance and modulatory functions to the vessels; such
cells including pericytes for small capillaries, smooth muscle cells for larger vessels, and
myocardial cells in the heart. Hanahan, D. Science 277:48-50 (1997); Hogan, B. L. &
Kolodzicj, P. A. Nature Réw‘ews Geueﬁcs. 3:513-23 (2002); Lubarsky, B. & Krasnow, M,
A. Cell. 112:19-28 (2003).

Itis now well established that angiogenesis 1s implicated in the pathogenesis of a
Qariety of disorders: These include solid tumors and metastasis, atherosclerosis, retrolental
fibroplasia, hemangiomas, chronic inflammation, intraocuiar ncovascular discascs such as
prolifcrative retinopathies, e.g., diabetic retinopathy, age-related macular degeneration
(AMD), neovascular glaucoma, immune rejection of transplanted corneal tissue and other
tissues, rheumatoid arthritis, and psoriasis. Folkman et al., ./, Biol. Chen., 267:10931-
10934 (1992); Klagsbrun et al., Annu. Rev. Physiol. $3:217-239 (1991), and Garner A,
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"Vascular discases”, In: Pathobiclogy of Ocular Discase. A Dvnamic Approach, Gamer A,

Klintworth GK, eds., 2nd Edition (Marcel Dekker, NY, 1994), pp 1625-1710.

Tn the case of tumor growth, angiogenesis appears to be crucial for the transition

from hyperplasia to neoplasia, and for providing nourishment for the growth and metastasis

- of the tumor. Folkman et al., Nature 339:58 (1989). The ncovascularization allows the

tumor cells to acquire a growth advantage and proliferative autonomy compared to the
normal cells. A tumor usually begins as a single aberrant cell which can proliferate only to
a siz¢ of a few cubic millimeters due to the distance {rom available capillary beds, and it can
stay 'dormant’ without further growth and dissemination for a long period of time. Some
tumor cells then switch to the angiogenic phenotype to activate endothelial cells, which
proliferatec and mature into new capillary blood vessets. These newly formed blood vesscls
not only allow for continued growth of the primary tumor, but also for the dissemination
and recolonization of melastatic tumor cells. Accordingly, a corrclation has been observed
between density of microvessels in tumor sections and patient survival in breast cancer as
well as in several other tumors. Weidner et al., N. Engl. J: Med 324:1-6 (1991); Horak et
al., Lancet 340:1120-1124 (1992); Macchiarini et al., Lancet 340:145-146 (1992). The
precise mcchanisnﬁ that control the angiogenic switch 1s not well understood, but it is
believed that neovascularization of tumor mass results from the net balance of a multitude
of angiogenesis stimulators and inhibitors (Folkman, 1995, Nar Med 1(1):27-31).

The process of vascular development is tightly regulated. To date, a significant
nurnber ofmoleculles, mostly secreted factors produced by surrounding cells, have been
shown to regulate EC differentiation, proliferation, migration and coalescence into cord-like
structures. For example, vascular endothelial growth factor (VEGFE) has been identified as
the key factor involved in stimulating angiogenesis and in inducing vascular permeability.
Ferrara et al., Endocr. Rev. 18:4-25 (1997). The finding that the loss of cven a single VEGF
allele results in embryonic lethality points to an irreplaccablc role played by this factor in
the development and differentiation of the vascular system. Furthermorc, VEGF has been
shown to be a key mediator of neovascularization associated with tumors and intraocular
disorders. Ferrara et al., Endocr. Rev. suﬁra, The VEGF mRNA is overexpressed by the
majority of human tumors examined. Berkman et al., J. Clin. Invest. 91:153-159 (1993),
Brown et al., Huwman Pathol. 26:86-91 (1995); Brown et al., Cancer Res. 53:4727-4735
(1993); Mattern et al,, Brit. J. Cancer 73:931-934 (1996), Dvorak et al., Am. J. Pathol.

- 146:1029-1039 (1995).

.
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Also, the COI]CCH(’I‘-;':ItiOH levels of VEGF in cyc fluids arc highly corrclated to the
presence of active pi'olifcfétion of blood vessels in patients with diabetic and other
ischemia-related retinopathies. Aiello et al., N. Engl. J. Med. 331:1480-1487 (1994).
Furthermore, studies have demonstrated the localization of VEGF in choroidal neovascular
membrancs in patients affected by AMD. Lopez et al., Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.
37:855-868 (1996).

Anti-VEGF neutralizing antibodies suppress the growth of a variety of human tumor

cell lines in nude mice (Kim ef al., Nature 362:841-844 (1993), Warren et al., J. Clin.
Invest. 95:1789-1797 (1993), Borgstrom et al., Cancer Res. 56:4032-4039 (1996); Melnyk

et al., Cancer Res. 56:921-924 (1996)) and also inhibit intraocular angiogencsis in modcls
of ischemic retinal disorders. Adamis et af., Arch. Ophthalmol. 114:66-71 (1996).
Therefore, anti-VEGF monoclonal antibodies or other ipllibitors of VEGFT action are
promising candidalcs for the treatment of tumors and various intraccular ncovascular
disorders. Such antibodies are described, for example, in EP 817,648 bublished January 14,
1998; and in W0O98/45331 and WO98/45332, both published October 15, 1998. One of the
anti-VEGF antibodies, bevacizumab, has been approved by the FDA for use in combination
with a chemotherapy régimcn to treat metastatic colorectal cancer (CRC). And
bevacizumab is being investigated in many ongoing clinical trials for treating various cancer
indications.

In view of the role of angiogenesis in many diseases and disorders, it is desirable to
have a means of modulating one or more of the biological effects causing these processes.

It is clear that there continucs to be a need for agents that have clinical attributes that arc

- optimal for development as therapeutic agents. The invention described hercin meets this

need and provides other benefits.
All references cited herein, including patent applications and publications, are

incorporated by refercnce in their entirety.

SUMMARY OF THE INVENTION
The present invention is based in part on the discovery that vascular development is
inhibited by treatment with an agent that modulates Delta-like 4 (interchangeably termed
“DLL4") activation of the Notch receptor pathway. Treatment with a DLL4 antagonist
resulted in increased endothelial cell (EC) proliferation, improper endothelial cell
differentiation and improper arterial development in vasculature, including tumor

vasculature. Strikingly, treatment with an anti-D1.L4 antibody resulted in inhibition of

3-
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tumor growth in several different cancers. Accordingly, the invention provides methods,
éompositions, kits and articies of manufacture for modulating (e.g., promoting or inhibiting)
processes involved in angiogenesis and for use in targeting pathological conditions
associated with angiogencsis.

In one aspect, the invention provides methods for treating a tumor, a cancer, and/or a
cell proliferative disorder comprising administering an cffective amount of a DLL4
antagonist to a subject in need of such treatment.

“In onc aspect, the invention provides methods for reducing, inhibiting, blocking, or
preventing growth of a tumor or cancer, the methods comprising administering an effective
amount of an anti-DI[.L4 antagonist to a subject in nced of such treatment.

In one aspect, the invention provides methods for inhibiting angiogenesis
comprising administering an effective amount of a DLL4 antagonist (such as an anti-DLL4
aniibody) to a subject in need of such treatment.

In one aspect, the invention provides methods for treating a pathological condition
associated with angiogcncsi/s comprising administering an cffective amount of « DLL4
antagonist (such as an anti-DLL4 antibody) to a subject in need of such treatment. In some
cmbodiments, the pathological condition associated with angiogencsis is a tumor, a cancer,
and/or a cell proliferative disorder. In some embodiments, the pathological condition
associated with angiogenesis is an intraocular neovascular diseusc.

In one aspect, the invention prevides methods for stimulating endothelial cell

proliferation comprising administering an effective amount of a DLL4 antagonist to a

subject in need of such trecatment. In some embodiments, the subject has a pathological
condition associated with angiogenesis (such as a tumor, a cancer and/or a cell proliferative
disordcr).

' In one aspect, the invention provides methods for inhibiting endothelial cell
differentiation comprising administering an effective amount of a DLL4 antagonist to a
subject in nced of such treatment. in some embodiments, the subject has a pathological
condition associated with angiogenesis (such as a tumor, a cancer and/or a cell proliferative
disorder).

In one aspect, the invention provides methods for inhibiting arterial development
comprising administering an cffcctive amount of DLL4 antagonist to a subject in need of
such treatment. In some embodiments, the subject has a pathological condition associated

with angiogenesis (such as a tumor, a cancer and/or a cell proliferative disorder).

4.
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In one aspect, the invention provides methods for inhibiting vascular perfusion
comprising administering an effective amount of a DLL4 antagonist to a subject in need of
such treatment. In some embodiments, the subject has a pathological condition associated
with angiogenesis (such as a tumor, a cancer and/or a cell proliferative disorder).

In another aspect, the invention provides a method of enhancing the efficacy of an
anti-angiogenic agent treatment in a subject having a pathological condition associated with
angiogeuesis, comprising administering to the subject an effective amount of DL1LA
antagonist in combination with the anti-angiogenic agent. Such a method will be uscful in
treating disorders, for example cancers or intraocular neovascular diseases, especially those
diseases or stages of the disorders that responded pooriy to a trcatment with the anti-
angiogenic agent alone. The anti-angiogenic agent can be any agent capable of reducing or
mhibiting angiogenesis, including VEGF antagonisis such as anti-VEGF antibody.

In onc aspect, the invention provides methods comprising administration of an

effective amount of a DLL4 antagonist (such as an anti-DLL4 antibody) in combination

-with and effective amount of another therapeutic agent (such as an anti-angiogenesis agent).

For example, DLL4 antagonists arc used in combinations with anti-cancer agent or an anti-
angiogenic agent to treat various neoplastic or non-ncoplastic conditions. Tn onc
embodiment, the ﬁeoplastic or non-neoplastic condition is a pathological condition
associated with anlgiogencsis, In some embodiments, the other therapeutic agent is an anti-
angiogenic agent, an anti-neoplastic agent, and/or a chemotherapeutic agent.

The DLL4 antagonist can be administered serially or in combination with the other
therapcutic agent that is cffective for thosc purposes, either in the same composition or as
separate compositions. The administration of the DL14 antagonist and the other therapeutic
agent (e g., anti-cancer agent, anti-angiogenic agent) can be done simultancously, ¢.g., as a
single composition or as two or more distinct compositions, using the same or different
administration routes. Alternatively, or additionally, the administration can be done
sé&ucntia]ly, in any order. Alternatively, or additionally, the steps can be performed as a
combination of both sequentially and simultaneously, in any order. In certain embodiments,
intervals ranging from minutes to days, to weeks to months, can be present between the
administrations of the two or mare compositions. For example, the anti-cancer agent may
be administered first, followed by the DLL4 antagonist. However, simultancous
administration or administration of the DLL4 antagonist first is also contemplated.
Accordingly, in one aspect, the invention provides methods comprising administration of a

DLLA4 antagonist (such as an anti-DLL4 antibody), followed by administration of an anti-

-5
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angiogenic agent (such as an anli-VEGF antibody, such as bevacizumab). In certain
embodiments, intervals ranging from minutes to days, to weeks to months, can be present
between the administrations of the two or more compositions.

In certain aspects, the invention provides a method of treating a disorder (such as a
tumor, a cancer, and/or a cell proliferative disorder) by administering effective amounts of
an antagonist of DLL4 and/or an angiogenesis inhibitor{s) and one or more
chemotherapeutic agents. A variety of chemotherapeutic agents may be used in the
combined treatment methods of the invention. An exemplary and non-limiting list of
chemotherapeutic agents contemplated is provided herein under “Definitions.” The
administration of the DL14 antagonist and the chemotherapcutic agent can be donc
simultaneously, €.g., as a single composition or as two or more distinct compositions, using
the same or different administration routcs. Alternatively, or additionally, the
administration can be done scquentially, in any order. Alternatively, or additionally, the
steps can be performed as a combination of both sequentially and simultancously, in any
order. In certain embodiments, intervals ranging from minutes to days, to wecks to months,
can be present betwecn the administrations of the two or more compositions. For example,
the chemotherapeutic agent may be administered first, followed by the DLL4 antagonist.
However, simultangous administration or administration of the DLL4 antagonist first is also
contermplated. Accordingly, in one aspect, the invention provides mcthods comprising
administration of a DLL4 antagonist (such as an anti-DLL4 antibody), followed by
administration of a chemotherapeutic agent. In certain embodiments, intervals ranging from
minutes to days, to wecks to months, can be present between the administrations of the two
or more composilions.

In one aspect, the invention provides use of a DLL4 antagonist in the preparation of
a medicament for the therapeutic and/or prophylactic treatment of a disorder, such as a
pathological condition associated with angiogenesis. In some embodiments, the disorder is
a tumor, a cancer, andy/or a cell proliferative disorder. ’

In one aspect, the invention provides methods for treating a disorder comprising -
administering an cffective amount of a DLL4 agonist to a subject in need of such treatment.
In some embodiments, the disorder is associated with expression and/or activity of the
DLL4-Notch receptor pathways (such as increased activity of the DLL4-Notch receptor
pathway). In some embodiments, the disorder is a disorder wherein angiogenesis,
neovascularization and/or hypertrophy is desired, e.g. vascular trauma, wounds, laccx‘étions,

incisions, burns, ulcers (e.g,, diabetic ulcers, pressure ulcers, haemophiliac ulcers, varicose

G-
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ulcers), tissue growth, weight gain, peripheral arterial diseasc, induction of labor, hair

growth, epidermolysis bullosa, retinal atrophy, bone fractures, bone spinal fusions, meniscal

" tears, ctc. In some embodiments, the disorder is a disorder wherein inhibition of

angiogenesis is desired. In some embodiments, the DLL4 agonist is DBZ.

DLL4 antagonists and agonists are known in the art and some are described and
exemplified herein. In some embodiments, the DLL4 antagonist is a molecule which binds
to DLL4 and ncutralizes, blocks, inhibits, abrogates, reduces or interferes with one or more
aspects of DLL4-associated cffect. In some embodiments, the DLL4 antagonist is a
molecule which binds to Notch receptor (such as Notch1, Notch2, Notch3 and/or Notch4)
and ncutralizes, blocks, inhibits, abrogates, reduces or interfercs with one or more aspcclé of
DLI1.4-associated effects. In some embodiments, the DLIL4 antagonist is capable of
promoting endothelial cell proliferation, inhibiting endothelial cell differentiation, inhibiting
arterial development and/or reducing vascular perfusion. AS 18 well-established in the ait,
endothelial cell proliferation, endothelial cell differentiation, arterial development and
vasculér function (such as vascular perfusion) can be assessed using any of a variety of
assays (some of which arc described and exemplified herein), and expressed in terms of a
varicty of quantitative values. In some embodiments, the ability of a DLL4 antagonist to
promote endothelial cell prolifcration, inhibit endothelial cell differentiation, inhibit arterial
development and/or reduce vascular function (such as reduced vascular perfusion) is
assessed relative to level of endothelial cell proliferation, endothelial cell differentiation,
arterial development and/or vascular function (such as vascular perfusion) in the absence of
treatment with the DLL4 antagoenist. In some embodiments, ability to promotc endothelial
cell proliferation, inhibit endothelial cell differcntiation; inhibit arterial development and/or
reduce vascular function (such as reduced vascular perfusion) is determined in an in vitro
assay (such as the HUVEC assay described herein). In some embodiments, ability to
promote endothelial ceil prolifcration, inhibit endothelial cel] differentiation, inhibit arterial
development and/or reduce vascular function (such as reduced vascular perfusion) is
determined in an in vivo assay (such as the mousc retinal development assay described
herein).

The DLL4 antagonist may be an anti-DLL4 antibody. In some embodiments, the

-anti-DLL4 antibody is @ monoclonal antibody. In some cmbodiments, the antibody is a

polyclonal antibody. In some cmbodirﬁcnts, the antibody is selected from the group
consisting of a chimeric antibody, an-affinity matured antibody, a humanized antibody, and

a human antibody. In some embodiments, the antibody is an antibody fragment. In some
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embodiments, the antibody is a Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab",, or scFv. In some cmbodiments,
the antibody comprises the heavy and light chain variable regions shown in Tablc 1.

Table |

VH :

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDNWISWVRQAPGKGLEWVGYI
SPNSGFTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARDNFGGYFD
YWGQGTLVT (SEQ ID NO: 1)

VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSAS

FLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATTYYCQQSYTGTVTFGQGTKVEIKR
(SEQ IDNO: 2)

In one embodiment, the antibody is a chimeric antibody, for example, an antibody
comprising antigen binding scquences from a non-human donor grafted to a heterologous
non-human, human or humanized sequence (c.g., framework and/or constant domain
sequences). In one embodiment, the non-human donor is a mouse. In one embediment, an
antigen binding sequence is synthetic, e.g. obtained by mutagenesis (e.g., phage display
screening, ete.). In one embodiment, a chimeric antibody of the invention has murine V
regions and human C region. In one cmbodimcnt, the murine light chain V region is fused
to a human kappa light chain. In one embodiment, the murine heavy chain V region is
fused to a human lgG1 C region.

Humanized antibodies include those that have amino acid substitutions in the FR
and affinity maturation variants with changes in the graficd CDRs. The substituted amino
acids in the CDR or FR are not limited to those present in the donor or recipient antibody.
In other embodiments, the antibodies of the invention further _corhprise changes in amino
acid residues in the Fe region that lead to improved effector function including enhanced
CDC and/or ADCC ﬁ-mction and B-cell killing, Other antibodics of the invention include
those having specific changes that improve stability. In other embodiments, the antibodics
of the invention comprisc changes in amino acid residues in the Fe region that lead to
decreased effector function, ¢.g. decreased CDC and/or ADCC function and/or decreased B-
cell killing.

In some embodiment, the DLL4 antagonist is a DLL4 immunoadhesin.
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In one aspect, the invention provides compositions comprising one or more DLL4
antagonist and a carrier. In one embodiment, the carrier is pharmaceutically acceptable. In
some embodiments, the DLL4 antagonist is an anti-DLL4 antibody,

In one aspect, the invention provides a composition for use in treating 4 tumor, a
cancer and/or a cell proliferative disorder comprising an effective amount of a DLL4
antagonist and a pharmaceutically acceptable carrier, wherein said usc compriscs ‘
simultancous or sequchtial administration of an anti-angiogenesis agent. In some
embodiments, the DLL4 antagonist is an anti-DLL4 antibody. In somc cmboediments, the
anti-angiogenesis agent is an anti-VEGF antibody (such as bevacizumab).

In one aspect, the invention provides a composition for use in treating a tumor, a
cancer and/or a cell proliferative disorder comprising an effective amount of a DLIL4
antagonist and a pharmaceutically acceptable carrier, wherein said use comprises
simultancous or sequential administration of an anti-cancer agent. In some embodiments,
the DLL4 antagonist is an anti-DLL4 antibody. In some cmbodiments, the anti-cancer
agent is a chemaotherapeutic agent. In some embodiments, the use further comprises
simultancous or sequential administration of an anti-angiogenesis agent. In some

embodiments, the DLL4 antagonist is'an anti-DL1L4 antibody. In some embodiments, the

anti-angiogenesis agent is an anti-VEGF antibody (such as bevacizumab).

In one aspect, the invention provides an article of manufacturc comprising a
container; and a composition contained within the container, wherein the composition
comprises one or more DLL4 antagonists or DLL4 agonists.

In onc aspect, the invention provides a kit comprising a first container comprising a
composition comprising one or more DLL4 antagonists or DLL4 agonists; and a second
container comprising a buffer. In one embodiment, the buffer is pharmaceutically
acceptable. Tn one embodiment, the DLL4 antagonist is an anti-DLLA4 antibody.

In another aspect, the present invention provides a method for preparing a
composition comprising admixing a-therapeutically cffective amount of a DLLL4 antagonist

or DLL4 agonist with a pharmaceutically acceptable carrier.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES
FIGURE 1: DLL4-mediated Notch signaling regulates EC proliferation. a-c, f,
HUVEC sprouting assays in 3-D fibrin gels. Anti-DLLA4 antibody (YW26.82) or DBZ
promoted the sprouting of HUVECs (a). Ki67 staining showed that anti-DLL4 antibody or
DBZ caused hyperproliferation of HUVECs (b). Anti-DLL4 antibody or DBZ increascd the

9-
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sprouting of HUVECs in the presence of SF conditioned medium (c). d, h, Systcmic
delivery of anti-DLL4 antibody caused massive accumulation of ECs in neonatal retinas.
Confocal images of low (top) and high magnification (bottom) of retinal vasculature
(isolectin staining) (d). Ki67 staining shows increased EC proliferation in the neonalal
retinas treated with anti-DLLA4 antibody (h). ¢, Notch activation by immobilized DLL4
inhibited HUVEC proliferation. f, Anti-VEGF antibody inhibited HUVEC sprouting in the
presence or absence of DBZ. g, Regulation of VEGFR2 by Notch. Quantitative PCR
analysis of VEGFR2 expression in responsc to, Notch blockade in 3-D fibrin gel culturc of
HUVECs (7 d) by anti-DLL4 antibody or DBZ (left), or Notch activation in 2-D culture of
HUVECs (36 hr) by immobilized DLL4 (right). Anti-DLL4 antibody and DBZ werc uscd at

5 pg/ml and 0.08 pM, respectively (a-c, e-g).

Figurc 2: DLL4-mediated Notch signaling regulates EC differentiation, a, The
lumen-like structures (white arrows) formed by HUVECs growing in fibrin gels were lost in
the presence of anti-DLL4 antibody or DBZ. Instead, the spouts were highly packed with
cells (black arrows). b, Regulation of TGFP2 by Notch. Quantitative PCR analysis of
TGEFP2 expression in response to, Notch blocl‘;ade in 3-D fibrin gel culture of HUVECs for
(7 d) by anti-DLL4 antibody or DBZ (left), or Notch activation in 2-D culture of HUVECS
(36 hr} by immobilized DLL4 (right). ¢, Anti-DLL4 antibody blocks arterial development.
Confocal images of nconatal mouse retinas stained with alpha smooth muscle actin
(ASMA) and isolectin. Neonatal mice were treated as described in Fig. 1d. d, Confocal
images of adult - mouse retinas stained with ASMA and isolectin. 8 week-old mice were
treated with PBS or anti-DLL4 antibody (10 mg/kg, twice woekly) for two weeks.

Figure 3: Selective blocking of DLL4 and/or VEGF disrupted tumor angiogenesis
and inhibits tumor growth, a-f, Results of tumor models: HM?7 (a), Colo205 (b), Calub (),
MDA~MB—435 (d), MV-522 (e) and WEHI3 (f). Mean tumor volumes with SEs are
presentéd. g-h, Tumor vascular histology studies. Immunohistochemisty of anti-CD31 in
Ei4 tumor sections from control, anti-DLL4 anlibody and anti-VEGF treated mice (g).
Lectin perfusion and anti-CD31 slaini‘ng in EL4 tumor scctions (Iv). i-p. Results of tumeor
models SK-OV-3X1 (i), LL2 (j), EL4 (k), H1299 (1), SKMES-1(m), MX-1(n), SW620 (0)
and LS174T(p).

Figure 4: DLL4/Notch is dispensablc in the homcostasis of mousc intestine.
Immunohistochemical studies of smalt intestines from control (a, d, g, i), ami-DLLélr
antibody (10 mg/kg, twice weckly for 6 weeks) (b, ¢, h, k), and DBZ treated (30 umoifkg
dailyfor 5 days) (c, f, i, 1) mice. As shown by H&E (a, b, ¢) and Alcian Blue staining (d, ¢,

-10-



15

20

25

30

7

WO 2007/143689 PCT/US2007/070516

f), DBZ caused replacement of the TA population by goblct cells. This change was entirely
absent from anti-DLL4 antibody treatment. Ki67 (g, h, i) and HES-1 (j, k, 1) staining further
confirmed that anti-DLL4 antibody failed to replicate the effect of DBZ.

Figure 5: Characterization of anti-DLL4 antibody. a, Epitope mapping of anti-

- DLL4 antibody (YW26.82). Schematic representation of a set of DLL4 mutants expressed

as C-terminal human placental alkaline phosphatase (AP) fusion proteins. 293T cell
conditioned media containing the fusion proteins were tested on 96-well microtiter plates
coated with purified anti-DLL4 antibody (YW26.82, 0.5 pg/ml). The bound DLL4 AP was
detected using 1-Step PNPI’ (Pierce) as substrate and OD 405 nm absorbance measurcment.
b-d, Selective binding of YW26.82 to DLL4. 96-well Nunc Maxisorp plates were coated
with purified recombinant proteins as indicated (1 ug/ml). The binding of YW26.82 at
indicated concentrations was measured by ELISA assay. Bound antibodies were detected
with anti-human antibody HRP conjugate using TMB as substrate and OD 450 nm
absorbance measurement, Anti-HER2 and recombinant ErbB2-ECD were used as assay
control (b). FACS analysis of 293 cells transiently transfected with vector, full length
DLL4, Jagl or DLLI. Significant binding of YW26.82 was only detected on DLL4
transfected cells (top pancl). Expression of Jagl and DLL1 was confirmed by the binding of
recombinant rat Notchl-Fe (rrNotchl-Fc, middle panel) and recombinant rat Notch2-Fc
(rriNotch2-Fc, bottom panel), respectively. YW26.82, riNotch1-Fc or rNotch2-Fc (R& D
system) werc used at 2 ug/ml followed by goat anti-human 1gG-PE (1:500, Jackson
ImmunoResearch) (c). Anti-DLL4 antibody blocked the binding of DLL4-AP, but not
DLL1-AP, to coated rNotch 1, with a calculated 1C50 of ~12 nM (left pancl). Anti-DLLA4
antibody blocked the binding of DLL4-His, but not Jagl-His, to coated rNotchl, with a
calculated 1C50 of ~8 nM (right panel) (d). e, Specific binding of YW26.82 to
endogenously expressed DLL4. FACS analysis of HUVECs transfected with control or
DLL4-specific sIRNA. YW26.82 was used at 2 yug/ml, followed by goat anti-human IgG-PE
{1:500, Jackson ImmunoRescarch) (¢).

Figure 6: Upregulation of DLL4 by Notch activation. HUVECs were stimulated by
immobilized C-terminal His-tagged human DLL4 (amino acids 1-404) in the absence or
presence of DBZ (0.08 uM). 36 hr after stimulation, endogenous DLL4 expression was
cxamined by FACS analysis wiith anti-DLL4 antibody.

|
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
General techniques

The techniques and procedures deseribed or referenced herein are generally well
understood and commeonly employed using conventional methodology by those skilled in
the art, such as, for example, the widely utilized methodologics described in Sambraok ct
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd. edition (2001) Co[d Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY (F. M. Ausubel, ct al. eds., (2003)); the serics METHODS IN ENZYMOLOGY
(Academic Press, Inc.}: PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D.
Hames and G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A
LABORATORY MANUAL, and ANIMAL CELL CULTURE (R. L Fi'esl1lucy, ed. (1987)).
Definitions '

The term “DLL4” (interchangeably termed “Delta-like 47), as used herein, refers,
unless specifically or contextually indicated otherwise, to any native or variant (whether
native or synthetic) DLL4 polypeptide. Theterm "native sequence” specifically
encompasses naturally occurring truncated or secreted forms (e.g., an extracellular domain
sequence), naturall-y occurring variant forms (c.g., alternatively spliced forms) and
naturally-occurring allelic variants. The term “wild type DLL4” generally refeis to a
polypeptide comprising the amino acid sequence of a naturally occurring DLL4 protein.
The term “wild type DLL4 sequence” generally refers to an amino acid sequence found in a
naturally occurring DLL4.

The term “Notch receptor” (interchangeably termed “Notch™), as used herein, refers,
unless specifically or contextually indicated otherwise, to any native or variant (whether
native or synthetic) Notch receptor polypeptide. Humans have four Notch receptors

(Notchl, Notch 2, Notch3, and Notch4). As used herein, the term Notch receptor includes

any one of or all four human Notch receptors. The term "native sequence” specifically

encompasses naturally occurring truncated or scereted forms (c.g., an extracellular domain
scquence), naturally occurring variant forms (e.g., alternatively spliced forms) and
naturally-occurring allelic variants, The term “wild type Notch receptor” generally refers to
a polypeptide comprising the amino acid scquence of a naturally occurring Notch receptor
protein. The term “wild type Natch receptor sequence” generally refers to an amino acid
sequence found in a naturally occurring Notch receptor.

“DLL4 nucleic acid” is RNA or DNA that encodes a DLL4 polypeptide, as defined

abovce, or which hybridizes to such DNA or RNA and remains stably bound to it under
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stringent hybridization conditions and is greater than about 10 nucleotides in length.
Stringent conditions are those which (1) employ low 1onic strength and high temperature for
washing, for example, 0.15 M NaCl/0.015 M sodium citrate/0.1% NaDodSO4, at 50°C, or '
(2) use during hybridization a denaturing agent such as formamide, for example, 50%
(vol/vol) formamide with 0.1% bovine serum albumin/0.1% Ficoll/0. 1%
polyvinlypyrrolidone/50 mM sodium phosphate buffer at pH 6.5 with 750 mM NaCl,, 75
mM sodium citrate at 42°C. ,

A "chimeric DLL4” molecule is a polypeptide comprising full-length DLL4 or onc
or more domains thereof fused or bonded to heterologous polypeptide. The chimeric DLL4
molecule will generally share at least one biological property in common with naturally
occurring DLL4. An example of a chimeric DLL4 molecule is one that is epitope tagged
for purification purposes. Another chimeric DLL4 molecule is a DLL4 immunoadhesin.

The term “DLL4 immunoadhesin® is uscd interchangcab[y with the term “DLL4-
immunoglobulin chimera”, and refers to a chimeric molecule that combines at least a
portion of a DLL4 molecule (native or variant) with an immunoglobulin sequence, The
immunogliobulin sequence preferably, but not necessarily, is an immunoglobulin constant
domain (Fc region). Immunoadhesins can possess many of the valuable chemical and
biological properties of human antibodies. Since immunoadhesins can be constructed from

a human protein scquence with a desired specificity linked to an appropriate human

immunoglobulin hinge and constant domain (Fc) sequence, the binding specificity of

interest can be achieved using entirely human components. Such immunoadhesing arc
minimally immunogcenic to the patient, and are safe for chronic or repeated use. In some
embodiments, the Fc region is a native scquence Fe region. In some embodiments, the Fe
rcgion s a variant Fe region. In some embodiments, the Fe region is a functional Fc region.

Examples of homomultimeric immunoadhesins which have been described for

therapeutic use include the CD4-1gG immunoadhesin for blocking the binding of HIV to

cell-surface CD4. Data obtained from Phase I clinical trials, in which CD4-1gG was
administered to pregnant womenjust'beforc delivery, suggests that this immunoadhesin
may be useful in the prevention of maternai-fetal transfer of H1V (Ashkenazi et af., Intern.
Rev. Immunol. 10:219-227 (1993)). An immunoadhesin which binds tumor necrosis factor
(TNF) has also been developed. TNF is a proinflammatory cytokine which has been shown
to be a major mediator of septic shock. Based on a mouse mode! of septic shock, a TNF
receptor immunoadhesin hag slllown promise as a candidate for clinical use in {reating septic

shock (Ashkenazi, A, et al. PNAS USA 88:10535-10539 (1991)). ENBREL® {ctancrcept),
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an immunoadhesin comprising a TNF receptor scquence fused Lo an IgG Fc region, was
approved by the U.S. Food and Drug Administration (FDA), on November 2, 1998, for the
treatment of rheumatoid-arthritis. The new expanded use of ENBREL® in the ticatment of
rhcumatbid arthritis was approved by FDA on June 6, 2000. For recent information on TNF
blockers, inchuding EN BREL®, scc Lovell et al, N. Engl. J. Med. 342:763-169 (2000), and
accompanying editorial on p810-811; and Weinblatt et al., N. Engl. /. Med. 340:253-259
(1999); reviewed in Maini and Taylor, Annu. Rev. Med. 51:207-229 (2000).

If the two arms of the immunoadhesin structure have different specilicities, the

immunoadhesin is called a "bispecific immunoadhesin” by analogy to bispecific antibodies.

~ Dietsch et al., J. immunol. Methods 162:123 (1993) describe such a bispecific

immunoadhesin combining the extracellular domains of the adhesion malecules, E-selectin
and P-selectin, each of which selcctins is expressed in a different cell type in nature.

Binding studies indicated that the bispecific immunogiobulin fusion protein so formed had

"an enhanced ability to bind to a myeloid cell line compared to the monospecific

immunoadhesins from which it was derived.

The term "heieroadhesin” is used interchangeabty with the expression "chimeric
heteromultimer adhesin® and refers Lo a complex of chimeric molecules (amino acid
sequences) in which each chimeric molecule combines a biologically active portion, such as
the extracellular domain of each of the heteromultimeric receptor monomers, with a
multimerization domain. The “multimerization domain” promotes stable interaction of the
chimeric molecules within the heteromuitimer complex. The multimerization domains may
interact via an immuneglobulin sequence, [eucing zipper, a hydrophobic region, a
hydrophilic region, or a free thiol that forms an intermolecular disulfide bond between the
chimeric molecules of the chimeric heteromultimer. The multimerization domain may
comprise an immunoglobulin constant region. In addition a multimerization region may be
engineercd such that steric interactions not only promote stable interaction, but further
promote the formation of heterodimers over homodimers from a mixture of monomers.
“Protuberances” are constructed by replacing small amino acid side chains from the
i|1te1'fz{ce of the first polypeptide with larger side chains (e.g. tyrosing or tryptophan),
Compensatory “cavities” of identical or similar size to the protuberances are optionally

created on the interface of the second polypeptide by replacing large amino acid side chains

- with smaller ones (¢.g. alanine or threoning). The immunoglobulin sequence preferably, but

not necessarily, is an immunoglobulin constant domain. The immunoglobulin moiety in the
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chimeras of the present invention may be obtained from 1gGy, 1gGa, 18G; or IgGy subtypes,
IgA, Igk, 1gD or 1gM, but preferably 1gG; or IgGs.

The term *'Fe region” herein is used to define a C-terminal region of an
immunoglobulin heavy chain, including native sequence Fc regions and variant Fe regions.
Although the boundaries of the Fc region of an immunoglobulin heavy chain might vary,

the human IgG heavy chain Fc region is usually defined to stretch from an amino acid

- residue at position Cys226, or from Pro230, to the carboxyl-terminus thercof. The C-

terminal lysine (rcsidue 447 according to the EU numbcring system) of the Fe region may
be removed, for example, during production or purification of the antibody, or by
recombinantly engineering the nucleic acid encoding a heavy chain of the antibody.
Accordingly, a composition of intact antibodies may comprise antibody populations with all
K447 residues removed, antibody populations with no K447 residues removed, and
antibody populations having a mixture of antibodies with and without the K447 residue.

Unless indicated otherwise, herein the numbering of the residues in an
immunoglobulin heavy chain is that of the EU index as in Kabat ct al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD (1991), expressly incorporated herein by reference. The “EU index
as in Kabat” refers to the residuc numbering of the human 1gG1 EU antibody.

A “functional Fc region” possesses an “cffector function™ of a native sequence Fc
region. Exemplary “effector functions” include Clq binding; complement dependent
cytotoxicity; Fc receptor binding; antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC);
phagocytosis; down regulation of cell surface receptors (e.g. B cell receptor; BCR), clc.
Such effector functions generally require the Fe region to be combined with a binding
domain {e.g. an antibody variable domain) and can be assessed using various assays as
herein disclosed, for example.

A “‘native sequence ¢ region” comprises an amino acid sequence identical to the
amino acid scquence of an Fe region found in nature. Native sequence human Fe regions
include a native sequence human IgGl Fe region (non-A and A allotypes); native scquence
human IgG2 Fe region; native sequence human 1gG3 Fe region; and native sequence human
IgG4 Fe region as well as naturally occurring variants thercof.

A “variant Fe region” compriscs an amino acid scquence which differs from that of
a native sequence Fe region by virtue of at Icast one amino acid modification, preferably
one or more amino acid substitution(s). Preferably, the variant Fc region has at least onc

aminge acid substitution compared to a native sequence Fc region or to the Fo region of a
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* parent polypeptide, ¢.g. from about one to about ten amino acid substitutions, and

preferably from about one to about five amino acid substitutions in a native sequence Fc
region or in the Fe region of the parent polypeptide. The variant Fe region hercin will
preferably possess at least about 80% homaology with a native sequence Fe region and/or
with an Fe region of a parent polypeptide, and most prefcrably at least about 90% homology
therewith, more preferably at least about 95% homology therewith.

An "solated” antibody is one which has been identified and separated and/or
recovered from a component of its natural environment. Contaminant componcnts of its
natural environment are materials which would interfere with diagnostic or therapeutic uses
for the antibody, and may include enzymes, hormones, and other protcinaccous or
nonproteinaceous solutes. In preferred embodiments, the antibody will be purified (1) to
greater than 95% by weight of antibody as determiried by the Lowry method, and most
preferably more than 99% by weight, (2) to a degree sufficicnt to obtain at lcast 13 residues
of N-terminal or internal amino acid sequence by usc of a spinning cup sequenator, or (3) to
homogeneity by SDS-PAGE under reducing or nonreducing conditions using Coomassie
blue or, preferably, silver stain. Isolated antibody includes the antibody in situ within
recombinant cells since at least one component of the antibody's natural environment will
not be present. Ordinarily, however, 1solated antibody will be prepared by at least one
purification step.

The terms "antibody" and “immunoglobulin” are used interchangeably in the
broadest sense and include monoclonal antibodies (for e.g., full length or intact monoclonal
antibodies), polyclonal antibodies, multivalent antibodies, multispecific antibodics (c.g.,
bispecific antibodies so long as they exhibit the desired biological activity) and may also
include certain antibody fragments (as described in greater detail herein). An antibody can
be human, humanized and/or affinity matured.

The term "variable” refers to the fact that certain portions of the variable domains
differ extensively in sequence among antibodies and are used in the binding and specificity

of cach particular antibody for its particular antigen. However, the variability is not evenly

-distributed throughout the variable domains of antibodics. It is concentrated in three

segments called complementarity-determining regions (CDRS) or hypervariable regions
both in the light-chain and the hcavy-chain variable domains. The more highly conscrved
portions of variablec domains arc called the framework (FR). The variable domains of
native heavy and light chains each comprise four FR regions, largely adopting a B-sheet

configuration, connected by threc CDRs, which form loops connecting, and in some cascs
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forming part of, the B-shect structure. The CDRs 1n each chain are held together in close
proximity by the FR regions and, with the CDRs from the other chain, contribute to the
formation of the antigen-binding site of antibodics (see Kabat ct al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Fifth Edition, National Institute of Health, Bethesda, MD
(1991)). The constant domains are not involved directly in binding an antibody to an
antigen, but exhibit various effector functions, such as participation of the antibody in
antibody-dependent cellular toxicity.

Papain digestion of antibodics produccs two identical antigen-binding fragments,
called "Fab" fragments, each with a single antigen-binding site, and a residual "Fc¢”
fragment, whose name reflects its ability to crystallize r'cadily. Pcpsin treatment yields an
F(ab")2 fragment that has two antigen-combining sites and is still capable of cross-linking
antigen. |

"Fv" is the minimum antibody fragment which contains a complete antigen-
recognition and -binding site. In a two-chain Fv species, this region consists of a dimer of
one heavy- and one light-chain variable domain in tight, non-covalent association. Ina
single-chain Fv species, one heavy- and one light-chain variable domain can be covalently
linked by a flexible peptide linker such that the light and heavy chains can associatc in a
“dimeric” structure analogous to that in a two-chain Fv species. It is in this configuration
that the three CDRs of each variable domain interact to define an antigen-binding site on the
surface of the VH-VL dimer. Collectively, the six CDRs confer antigen-binding specificity
to the antibody. bevever, even a single variable domain (or half of an Fv comprising only

threce CDRs specific for an antigen) has the ability to recognize and bind antigen, although

at a lower affinity than the cntire binding site.

The Fab fragment also contains the constant domain of the light chain and the first
constant domain (CH1) of the heavy chain. Fab' fragments differ from Fab fragments by
the addition of a few residues at the carboxy terminus of the heavy chain CHI domain
including one or more cysteines from the antibody hinge region. Fab'-SH is the designation
herein for Fab' in which the cysteine residue(s) of the constant domains bear a free thiol
group. F(ab’); antibody fragments originally were produced as pairs of Fab' fragments
which have hinge cysteines between them. Other chemical couplings of antibody fragments
arc also known,

The "light chains” of antibodics (immunoglobulins) from any vertebrate specics can
be assigned to onc of two clearly distinct types, called kappa (k) and lambda (1), based on

the amino acid sequences of their constant domains.
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Depending on the amina acid sequence of the constant domain of their heavy chains,
immunoglobuling can be assigned to different classes. There are five major classes of
immunoglobulins: IgA, Tgh, IgE, 1gG, and 1gM, and sevcral of these can be further divided
into subclasses (isotypes), ¢.g., 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgAl, and IgA2. The heavy-chain
constant domains that correspond to the different classes of immunoglobulins are called «,
8, €, v, and p, respectively. The subunit structures and three-dimensional configurations of
different classes of immunoglobuling are well known.

"Antibody fragments” comprisc only a portion of an intact antibody, wherein the
portion preferably retains at least one, preferably most or all, of the functions normally
associated with that portion when present in an intact antibady. Exampies of antibody
fragments include Fab, Fab', F(ab'),, and Fv fragments; diabodies; linear antibodies; single-
chain antibody molecules; and multispecific antibodies formed from antibody fragments. In
one embodiment, an antibody fragment comprises an antigen binding site of the intact
antibody and thus retains the ability to bind antigen. In another embodiment, an antibody
fragment, for exampie one that compriscs the Fc region, retaing at least one of the biological

functions normally associated with the Fc region when present in an intact antibody, such as

- FeRn binding, antibody half life modulation, ADCC function and complement binding. In

one embodiment, an antibody fragment is a monovalent antibody that has an in vivo half
lifc substantially simitar to an intact antibody. For e.g., such an antibody fragment may
comprise on antigen binding arm linked to an F¢ sequence capable of conferring in vivo
stability to the fragment.

The term “hypervariable region”, “HVR”, or “HV”, when uscd herein refers 1o the
regions of an anlibody variable domain which are hypervariable in sequence and/or form

structurally defined loops. Generally, antibodies comprise six hypervariable regions; threc

in the VH (H1, H2, H3), and three in the VL (L1, L2, L.3). A number of hypervariable

region delincations are in use and are encompassed herein. The Kabat Complementarity
Determining Regions (CDRs) arc bascd on sequence variability and are the most commonly
used (Kabat ¢t al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Chothia refers instead to the
location of the structural loops (Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). The
AbM hypervariablo regions represent a compromisc between the Kabat CDRs and Chothia
structural loops, and are uscd by Oxford Molecular's AbM antibody modeling software. The
“contact” hypervariable 'rcgions are based on an analysis of the available complex crystal

structures. The residues from cach of these hypervariable regions are noted below,
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Loop Kabat ~ AbM Chothia  Contact

L1 L24-L34 L24-L34 L126-L32  L30-L36
L2 L50-Ls6 150-Ls6  £50-1.52  L46-L55
[3 L89-L97 1L8Y9-LY7 L91-L96  LBI-LSG
Ht H31-HI5B H26-H35B H26-H32 H30-H35B
(Kabat Numbering)
Hl H31-H35 H26-H35 H206-H32  H30-H35
(Chothia Numbering)
H2 HS50-H65 H30-H58 HS53-H35S H47-H58
H3 H95-H102 H95-HI102 H96-H101 H93-HI101

Hypervariable regions may comprisc “‘extended hypervariable regions” as follows:
24-36 or 24-34 (L1), 46-56 or 50-56 (1.2} and 89-97 (L3) in the VL and 26-33 (H1), 50-65
or 49-65 (H2) and 93-102, 94-102 or 95-102 (H3) in the VH. The variable domain residues
are numbered according to Kabat ct al., supra for cach of these definitions.

"Framework" or "FR" residues are those variable domain residues other than the
hypervariable regibn residues as herein defined.

The term "monoclonal antibody" as used herein refers to an antibody from a
population of substantiaily homogeneous antibodies, i.e., the individual antibodics
comprising the population are identical and/or bind the same epitope(s), except for possible
variants that may arise during production of the monoclonal antibody, such variants
generally being present in minor amounts. Such monoclonal antibody typically includes
an antibody comprising a polypeptidc sequence that binds a target, wherein the target-
binding polypeptide scquence was obtained by a process that includes the sclection of a
singlc target binding polypeptide sequence from a plurality of polypeptide scquences. For
example, the selection process can be the selection of a unique clone from a plurality of
clones, such as a pool of hybridoma clones, phage clones or recombinant DNA clones. It
should be understood that the sclected target binding sequence can be further altered, for
example, to improve affinity for the target, to humanize the target binding sequence, to
improve ifs production in cell culture, to reduce its immunogenicity in vivo, to creatc a
muitispecific antibody, ctc., and that an antibody comprising the altcred target binding
sequence 15 also'a menoclonal antibody of this invention. In contrast (o polyclonal antibody

preparations which typically include different antibodies directed against different
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determinants (epitopes), each monoclonal antibody of a monoclonal antibody preparation is
directed against a single determinant on an antigen. In addition to their specificity, the

monoclonal antibody preparations are advantageous in that they are typically

_ uncontaminated by other immunoglobulins. The modifier "monoclonal” indicates the

character of the antibody as being obtained from a substantially homogencous population of
antibodies, and is not to be construcd as requiring production of the antibody by any
particular method. For cxample, the monoclonal antibodies to be used in accordance with
the present invention may be made by a variety of techniques, including, for example, the
hybridoma method (e.g., Kohler et al., Nature, 256:495 (1975); Harlow et al., Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd cd. 1988); Hammerling et
al., in: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681, (Elsevier, N. Y, 1981)),
recombinant DNA methods (see, ¢.g., U.S. Patent No. 4,816,567), phage display
technologies (sce, c.g., Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991); Marks ct al., J. Mol.
Biol., 222:581-597 (1991), Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2):299-31¢ (2004); Lec ct al.,
J.Mol.Biol.34((5):1073-1093 (2004}, Fcilouse, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 101(34):12467-
12472 (2004); and Lec et al. §. Immuno!. Methods 284(1-2):119-132 (2004), and
technologies for producing human or human-like antibodies in animals that have parts or all
of the human immunoglebulin loci or genes encoding human immunoglobulin sequences
(see, e.g., WO 1998/24893; WO 1996/34096; WO 1996/33735;, WO 1991/10741;
Jakobovits et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993), Jakobovits et al., Nature,
362:255-258 (1993), Bruggemann et al., Year in Immuno., 7:33 (1993); U.S. Patent Nos.
5,545,800; 5,569,825, 5,591,669 (all of GenPharm); 5,545,807, WO 1997/17852; U.S.
Patent Nos. 5,545,807; 5,545,806, 5,569,825, 5,625,126, 5,633,425; and 5,661,016; Marks
et al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature, 368: 856-859 (1994),
Morrison, Nature, 368: 8[2-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology, 14: 845-851
(1996); Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996); and Lonberg and Huszar, intern,
Rev, Immunol., 13: 65-93 (1995).

"Humanized" forms of non-human (e.g., murine) antibodies are chimeric antibodies
that contain minimal sequence derived from non-human immunoglobulin. For the most
part, humanized antibodies are human immunoglobulins (recipient antibody) in which

residues from a hypervariable region of the recipient are replaced by residues from a

hypervariable region of a non-human species (donor antibody) such as mouse, rat, rabbit or

nonhuman primate having the desired specificity, affinity, and capacity. In some instances,

framework region (FR) residues of the human immunogiobulin arc replaced by
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corresponding non-human residucs. Furthermore, humanized antibodies may comprise
residues that are not found in the recipient antibody or in the donor antibody. Thesc
modifications are made to further refine antibody performance. [n general, the humanized
antibody will comprise substantially ail of at least one, and typically two, variable domains,
in which all or substantially all of the hypervariable Joops correspond to thosc of a non-
human immunoglobulin and all or substantially all of the FRs are those of a human
immunoglobulin sequence. The humanized antibody optionally will also comprisc at least a
portion of an immunoglobulin constant region (Fc), typically that of a human
immunoglobulin. For further details, see Jones et al., Nature 321:522-525 (1986);
Riechmann et al.,, Nature 332:323-329 (1988); and Presta, Curr. Op, Struct. Biol. 2:593-5%6
(1992). Sec also the following review articles and references Cited_ therein: Vaswani and
Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Tmmunol. 1:105-115 (1998); Harris', Biochem. Sac,
Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle and Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994).

"Chimeric" antibodies (immunoglobulins) have a portion of thé heavy and/or light
chain identical with or homologous to corresponding scquences in antibodies derived from a
particular species or belonging to a particular antibody class or subclass, while the
remainder of the chain(s) is identical with or homologous to corresponding sequences in
antibodies derived from another species or belonging to another antibody class or subclass,
as well as fragments of such antibodies, so long as they exhibit the desired biological
activity (U.S. Patent No. 4,816,567; and Morrison et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA
81:6851-6855 (1984))_ Humanized antibody as used herein is a subset of chimeric
antibodics.

"Single-chain Fv" or "scFv" antibody fragments comprise the VH and VL domains
of antibody, wherein these domains are present in a single polypeptide chain. Generally,

the scFv polypeptide further comprises a poalypeptide linker between the VH and VL

“domains which cnables the scFy to form the desired structure for antigen binding. Fora

review of scFv see Pluckthun, in The Pharmacology of Monoclonal Antibodics, vol. 113,
Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).
An “antigen™ is a predetermined antigen to which an antibody can selectively bind.
The target antigen may be polypeptide, carbohydrate, nucleic acid, lipid, hapten or other
naturally occurring or synthetic compound. Preferably, the target antigen is a polypeptide.
The term "diabodies" refers to small antibody fragments with two antigen-binding
sites, which fragments comprise a heavy-chain variable domain (VH) connected to a light-

chain variable domain (VL) in the same polypeptide chain (VH - VL). By using a linker
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that is too short to allow pairing between the two domains on the same chain, the domains
are forced Lo pair with the complementary domains of another chain and create two antigen-
binding sites. Diabodies are described more fully in, for example, EP 404,097, WO
93/11161; and Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

A “human antibody” is one which possesses an amino acid‘sequcnce which
corresponds to that of an antibody produced by 4 human and/or has been made using any of
the techniques for making human antibodies as disclosed herein. This definition of a human
antibody specifically excludes a humanized antibody comprising non-human antigen-
binding residues. ]

An “affinity matured” antibody is one with one or more alterations in one or more
CDRs thereof which result in an improvement in the affinity of the antibody for antigen,
compared to a parent antibody which does not possess those alteration(s). Preferred
alfinity matured a‘ntibodics will have nanomolar or even picomolar affinities for the target
antigen. Aflinity matured antibodies are produced by procedures known in the art. Marks
ct al. Bio/Technology 10:779-783 (1992) describes affinity maturation by VH and VI,
domain shuffling. Randomn mutagenesis of CDR and/or framework residues is described
by: Barbas ct al. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1994); Schicr ct al. Gene
169:147-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson ct al., J.
Immunol. 154(7):3310-9 (1995); and Hawking et al, J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

Antibody “effector functions” refer to those biological activitics attributable to the
Fc region (a native sequence Fe region or amino acid scquence variant Fe region) of an
antibedy, and vary with the antibody isotype. Examples of antibody cffector functions
include: Clq binding and complement dependent cytotoxicity; Fo receptor binding:
antibody-dependent ccll-mediated cytotoxicity (ADCC); phagocytosis; down regulation of
cell surface receptors (e.g. B cell receptor); and B cell activation.

Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity” or “ADCC” refers to a form of
cytotoxicity in which secreted g bound onto Fc receptors (FcRs) present on certain
cytotoxic cells (e.g. Natural Killer (NK) cells, neutrophils, and macrophages) enable these
cytotoxic effector cells to bind specifically to an antigen-bearing target cell and
subsequently kill the target cell with cytotoxins. The antibodies “arm” the cytotoxic cells
and arc absolutely required for such killing. The primary cells for mediating ADCC, NK
cells, express FcyRHI only, whereas monocytes cxpress FeyRl, FeyR1L and FeyRIIL FeR

expression on hemalopoietic cells is summarized in Table 3 on page 464 of Ravetch and
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Kinet, Annu. Rev. Immunot 9:457-92 (1991). To assess ADCC activity of a molecule of
interest, an in vitfo ADCC assay, such as that described in US Patent No. 5,500,362 or
5,821,337 or Presta U.S. Patent No. 6,737,056 may be performed. Useful effector cells for
such assays include peripheral bleod mononuclear cells (PBMC) and Natural Killer (NK)
cells. Alternatively, or additionally, ADCC activity of thc molecule of intercst may be
assessed in vivo, e.g., in a animal model such as that disclosed in Clynes et al. PNAS (USA)
95:652-656 (1998).

“Human cffector cells™ are leukocytes which express one or more FcRs and perform
effector functions. Preferably, the cells express at least FcyR111 and perform ADCC effector
function. Examples of human leukocytes which mediate ADCC include peripheral blood
mononuclearcells (PBMC), natural killer (NK) cells, monacytes, cytotoxic T cells and
neutrophils; with PBMCs and NK cells being preferred. The effector cells may be isolated
from a native source, ¢.g. from blood.

"Fc rcceptor'; or “FcR” describes a receptor that binds to the Fe region of an
anti.body.‘ The preferred FcR is a native sequence human FcR. Mareover, a preferred FeR
is one which binds an 1gG antibody (a gamma receptor) and includes receptors of the FeyRl,

FeyRI1, and FeyRI111 subcelasses, including allelic variants and alternatively spliced forms of

~ these receptors. FeyRIT receptors include FeyRIIA (an "activating receptor™) and FeyRIIB

(an "inhibiting receptor™), which have similar amino acid sequences that differ primarily in
the cytoplasmic domains thereof. Activating receptor FoyRUA contains an immunoreceplor
tyrosine-based activation motif (ITAM) in i-tS cytoplasmic domain, Inhibiting receplor
FcyRIIB contains an immunoreccbtor tyrosinc-based inhibition motif (ITIM) in its |
cytoplasmic domain. (see review M. in Daéron, Annu. Rev. Immunoi. 15:203-234 (1997)).
FcRs are reviewed in Raveteh and Kinet, Annu. Rev, Immunol 9:457-92 (1991); Capel ct
al., Immunomethods 4:25-34 (1994); and de Haas et al., I. Lab. Clin. Med. 126:330-41
(1995). Other FeRs, including-those to be identified in the future, are encompassed by the
term "FcR" herein. The term also includes the nconatal receplor, FecRn, which is
responsible for the transfer of maternal 1gGs to the fetus (Guyer et al., J. Immunol. 117:587
(1976) and Kim et al,, 1. Irnmunol. 24:249 (1994)) and regulates homeostasis of
immunoglobulins,

W000/42072 (Presta) describes antibody variants with improved or diminished
bindAing to FcRs. The content of that patent publication is specifically incorporated herein

by reference. See, also, Shiclds ct al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).
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Methods of measuring binding to FcRn are known (sec, ¢.g., Ghetie 1997, Hinlon
2004). Biﬁding to human FcRn in vivo and serum half life of human FcRn high affinity
binding polypeptides can be assayed, c.g., in transgenic mice or transfected human cell lines
expressing human FcRn, or in primates administercd with the Fe variant polypeptides.

“Complement dependent cytotoxicity” or “CDC” refers to the lysis of a target ccll in
the presence of complement. Activation of the classical complement pathway is initiated by
the binding of the first component of the complement system (Clq) to antibodies (of the
appropriate subclass) which arc bound to their cognate antigen. To asscss complement
activation, a CDC assay, c.g. as described in Gazzano-Santoro ct al., J. Immunol. Mcthods
202:163 (1996), may be performed.

Polypeptide variants with altered Fe region amino acid sequences and increased or
decreased Clq binding capability are described in US patent No. 6,194,551B1 and

WQ099/51642. The contents of those patcat publications are specifically incorporated hercin

by reference. See, also, Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

The term “Fc region-comprising polypéptide” refers to a polypeptide, such as an
antibody or immunoadhesin (see definitions below), which compriscs an Fc region. The C-
terminal lysine (residue 447 according to the EU numbering system) of the Fe region may
be removed, for example, during purification of the polypeptide or by recombinant
engineering the nucleic acid encoding the polypeptide. Accordingly, a composition
comprising a polypeptide having an Fe region according to this invention can comprise
polypeptides with K447, with all K447 removed, or a mixture of polypeptides with and
without the K447 residue.

A “blocking” antibody or an “antagonist” antibody is one which inhibits or reduces
biological activity of the antigen it binds, Preferred blocking antibodics or antagonist
antibodies substantially or completely inhibit the biological activity of the antigen.

“Chronic"” administration refers to administration of the agent(s) in a continuous
mode as opposed to an acute mode, 5o as o maintain the initial therapeutic effect (activity)
for an extended period of time. “Intermittent” administration is treatment that is not
consecutively done without interruption, but rather is cyclic in nature,

A "disorder” or “diseasc” is any condition that would benefit from treatment with a
substance/molecule or method of the invention. This includes chronic and acute disordcers
or diseascs including those pathological conditions which predispose the mammal to the
disorder in question. Non-limiting examples of disorders to be treated herein include

malignant and benign tumors; carcinoma, blastoma, and sarcoma.

4.



15

20

25

30

~

WO 2007/143689 PCT/US2007/070516

The terms “cell proliferative disorder” and “proliferative disorder” refer to disorders
that ar¢ associated with some degree of abnormal cell proliferation. In one embodiment, the
cell proliferative disorder is cancer.

"Tumor”, as used herein, refers to all neoplastic cell growth and proliferation,
whether malignant or benign, and all pre-cancerous and cancerous cells and tissucs. The
terms “cancer”, “cancerous”, “cell proliferative disorder”, “proliferative disorder” and
“tumor” are not mutually exclusive as referred to hercin,

The terms "cancer” and "cancerous” refer to or describe the physiological condition
in mammals that is typically characterized by unregulated cell growth/proliferation.
Examples of cancer include but are not limited to, carcinoma, lymphoma, blastoma,
sarcoma, and leukemia. More particular examples of such cancers include squamous cell
cancer, smali-cell fung éanccr, non-small cell lung cancer, adenocarcinoma of the lung,
squamous carcinoma of the lung, cancer of the peritoneum, hepatocellular cancer,
gastrointestinal cancer, pancreatic cancer, glioblastoma, cervical cancer, ovarian cancer,
liver cancer, bladder cancer, hepatoma, breast cancer, colon cancer, colorectal cancer,
endometrial or utei‘ine carcinoma, salivary gland carcinoma, kidney cancer, liver cancer,
prostate cancer, vulval cancer, thyroid cancer, hepatic carcinoma, gastric cancer, melanoma,
and various types of head and neck cancer. Dysregulation of angiogenesis can lead to many
disorders that can be treated by compositions and methods of the invention. These
disorders include both non-neoplastic and neoplastic conditions. Neoplastics include but
arc not limited those described above. Non-neoplastic disorders include but are not limited
to undesired or aberrant hypertrophy, arthritis, rheumatoid arthritis (RA), psoriasis, psoriatic
plaques, sarcoidosis, atherosclerosis, atherosclerotic plaques, diabetic and other proliferative
retinopathics including retinopathy of prematurity, retrolental fibroplasia, neovascular
glaucoma, age-related macular degencration, diabetic macular edema, corneal
neovascularization, corneal graft neovascularization, corncal graft rejection,
retinal/choroidal ncovascularization, neovascularization of the angle (rubcosis), ocular
neovascular disease, vascular restenosis, arteriovenous malformations (AVM), meningioma,
hemangioma, angiofibroma, thyroid hyperplasias (including Grave's disease), corneal and
other tissue transplantation, chronic inflammation, lung inflammation, acute lung
injury/ARDS, sepsis, primary pulmonary hypertension, malignant puhﬁonary cffusions,
cerebral edema (e.g., associated with acule stroke/ closed head injury/ trauma), synovial
inflammation, pannus formation in RA, myositis ossificans, hypertropic bone formation,

osteoarthritis (OA), refractory ascites, polycystic ovarian discase, endometriosis, 3rd
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spacing of fluid diseases (pancreatitis, compartment syndrome, burns, bowel discasc),
uterine fibroids, premature labor, chronic inflammation such as IBD (Crohn's discase and
ulcerative colitis), renal allograft rejection, inflammatory Boxvcl diseasc, ncpl1:‘6tic
syndrome, undesired or aberrant tissue mass growth (non-cancer), hemophilic joints,
hypertrophic scars, inhibition of hair growth, Osler-Weber syndrome, pyogenic granuloma
retrotental ﬁbroplésias, scleroderma, trachoma, vascular adhesions, synovitis, dermatitis,
preeclampsia, ascites, pericardial effusion (such as that associated with pericarditis), and
pleural effusion.

As used herein, “treatment” refers to clinical intervention in an attempt to alter the:
natural course of the individual or cell being treated, and can be performed cither for
prophylaxis or during the course of clinical pathology. Desirable effects of treatment
include preventing occurrence or recurrence of discase, alleviation of symptoms,
diminishment of any direct or indircct pathological consequences of the discase, preventing
meldstasis, decreasing the rate of discase progression, amclioration or palliation of the
discasc state, and remission or improved prognosis. In some embodiments, antibodies are
used to delay development of a discase or disorder.

An "individual” is a vertebrate, preferably a mammal, more preferably a human.
Mammals include, but are not {imited to, farm animals (such as cows), sport animals, pets
(such as cats, dogs and horses), primates, mice and rats.

"Mammal" for purposes of treatment refers to any animal classified as a mammal,
including hhmans, domestic and farm animals, and zoo, sports, or pet animals, such as dogs,
horses, cats, cows, ctc. Preferably, the mammal is human.

An "effective amount” refers to an amount effective, at dosages and for petiods of
time necessary, to achieve the desired therapeutic or prophylactic result,

- A “therapeutically cffective amount” of a substance/molecule may vary according to
factors such as the disease state, age, sex, and weight of the individual, and the ability of the
substance/molecule, agonist or antagonist to clicil a desired response in the individual. A
therapeutically effective amount is also one in which any toxic or detrimental cffects of the

substance/molecule, agonist or antagonist arc outweighed by the therapeutically beneficial

effects. A "prophylactically effective amount" refers to an amount effective, at dosages and

for periods of time necessary, to achicve the desired prophylactic result. Typically but not
necessarily, since a prophylactic dose is used in subjects prior to or at an carlier stage of

discase, the prophylactically effective amount will be less than the therapeutically cffective

amount,
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The term "cytotoxic agent” as used herein refers to a substance that inhibits or
prevents the function of cells and/or causes destruction of cells. The term is intended to
include radioactive isotopes (c.g., A T[22y Rl R gt B! P and
radioactive isotopes of Lu), chemotherapeutic agents e.g. methotrexate, adriamicin, vinca
alkaloids (vincristing, vinblastine, etoposide), doxorubicin, melphalan, mitomycin C,
chlorambucil, daunorubicin or other intercalating agents, enzymes and fragments thereof
such as nucleolytic enzymes, antibiotics, and toxins such as small molecule toxins or
enzymatically active toxins of bacterial, fungal, plant or animal origin, including fragments
and/or variants théreof, and the various antitumor or anticancer agents disclosed below.
Other cytotoxic agents are described below. A tumoricidal agent causes destruction of
rumor cells.

‘A “chemotherapeutic agent” is a chemical compound useful'in the treatment of

cancer. Examples of chemotherapeutic agents include alkylaling agents such as thiotepa and

CCYTOXAN® CyClé;phOSphmﬂide; alkyl sulfonates such as busulfan, improsulfan and

piposulfan; aziridines such as benzodopa, carboquone, meturedopa, and uredopa;
ethylenimines and methylamelamines including altretamine, triethylenemelamine,
trictylenephosphoramide, triethiylenethiophosphoramide and trimethylolomelamine;
acetogenins (especially bullatacin and bullatacinone); delta-9-tetrahydrocannabinol
(dronabinol, MARINOL®); beta-lapachone; lapachol; colchicings; betulinic acid; a
camptothecin (including the synthetic analogue topotecan (HY CAMTIN®), CPT-11
(irinotecan, CAMPTOSAR®), acetylcamptothcein, scopolectin, and 9-aminocamptothccin);

bryostatin; callystatin, CC-1065 (including its adozelesin, carzelesin and bizelesin synthetic

“analogucs), podophyliotoxin; podophyllinic acid; teniposide; cryptophycins (particularly

cryptophycin | and cryptophycin 8); dolastatin; duocarmycin (including the synthetic
analogues, KW-2189 and CB1-TM1); eleutherobin; pancratistatin; a sarcodictyin;
spongistatin; nitrogen mustards such as chlorambucil, chlornaphazine, cholophosphamide,
estramustine, ifosfamide, mechlorcthamine, mechlorethamine oxide hydrochloride,
melphalan, novembichin, phencsterine, prednimﬁstine, trofosfamide, uracil mustard;
nitrosureas such as carmustine, chlorazotocin, fotemustine, lomustine, nimustine, and
ranimnustine; antibiotics such as the enediyne antibiotics (e. g., calicheamicin, especially
calichcamicin gammalT and calichcamicin omegall (see, c.g., Agnew, Chem Intl. Ed.
Engl., 33: 183-186 (1994));, dynemicin, including dynemicin A; an esperamicin; as well as
neocarzinostatin chromophore and related chromoprotein enediyne antiobiotic

chromophores), aclacinomysins, actinomycin, authramycin, azascrine, blcomycins,
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cactinomycin, carabicin, carminomyecin, carzinophilin, chromomycinis, dactinomycin,
daunorubicin, detorubicin, 6-diazo-5-oxo-L-norleucine, ADRIAMY CIN® doxorubicin
(including morpholino-doxorubicin, cyanomorpholino-doxorubicin, 2-pyrrolino-
doxorubicin and deoxydoxorubicin), epirubicin, esorubicin, idarubicin, marcellomycin,
mitomycins such as mitomycin C, mycophenolic acid, nogalamycin, olivomycins,
peplomycin, potfiromycin, puromycin, quelamycin, rodorubicin, streptonigrin, streptozocin,
tubercidin, ubenimex, zinostatin, zorubicin; anti-metabolites such as methotrexate and 5-
fluorouracil (5-FU); folic acid analogucs such as denopterin, methotrexate, pteropterin,
trimetrexate; purine analogs such as fludarabine, 6-mercaptopurine, thiamiprine,
thioguanine; pyrimidine analogs such as ancitabine, azacitidine, 6-azauridine, carmofur,
cytarabine, dideoxyuridine, doxifluridine, enocitabine, floxuridine; androgens such as
calusterone, dromostanolone propionate, epitiostanol, mepitiostane, testolactonc; anti-
adrenals such as aminoglutcthimide, mitotane, trilosténe; folic acid replenisher such as
frolinic acid; aceglatone; aldophosphamide glycoside; aminotevulinic acid; eniluracil;
amsacring; bestrabucil; bisantrene; edatraxate; defofamine; demecolcine; diaziquone,
elfornithine; elliptinium acetate; an epothiione; etoglucid; gallium nitrate; hydroxyurea;
ientinan; lonidainine; maytansinoids such as maytansine and ansamitocins; mitoguazone;
mitoxantrone, mopidanmol, nitracrine; pentostatin; phenamet; pirarubicin; losoxantronc; 2-
cthylhydrazide; procarbazine, PSK® polysaccharide complex (JHS Natural Producits,
Eugene, OR);.razoxane; rhizoxin, sizofiran, spirogermanium,; tenuazonic acid; triaziquonc;
2,22 -trichlorotriethylamine; trichothecenes (especially T-2 toxin, verracurin A, roridin A
and anguidine); urethan; vindesine (ELDISINE®, FILDESIN®), dacarbazing;
mannomustine; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacytosine; arabinoside ("Ara-C");
thiotepa; taxoids, e.g., TAXOL® paclitaxel (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.), ABRAXANE™ Cremophor-free, albumin-engineered nanoparti-c]e formulation of
paclitaxel (American Pharmaceutical Pariners, Schaumberg, Hllinois), and TAXOTERE®
doxetaxel (Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France); chloranbuetl; gemcitabine
(GEMZAR®), 6-thioguanine; mercaptopurine; methotrexate; platinum analogs such as
cisplatin and carboplatin; vinblastine (VELBAN®); platinum; etoposide (VP-16);
ifosfamide; mitoxantrone; vineristine (ONCOVIN®); oxaliplatin; lcucovovin; vinorelbine
(NAVELBINE®); novantronc; edatrexate, daunomycin; aminopterin; ibandronatc;
topoisomerase inhibitor RFS 2000; difluorometlhylornithine (DMFO); retinoids such as
retinoic acid; capecitabine (XELODA®); pharmaceutically acceptable salts, acids or

derivatives of any of the above, as well as combinations of two or more of the above such as
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CHOP, an abbreviation for a combined therapy of cyclophosphamide, doxorubiein,
vincristine, and prednisolone, and FOLFOX, an abbreviation for a treatment regimen with
oxaliplatin (ELOXATIN™) combined with 5-FU and lcucovavin.

Also included in this definition arc anti-hormonal agents that act to regulate, reduce,
block, or inhibit the effects of hormones that can promote the growth of cancer, and arc
often in the form of systemic, or whale-bady treatment. They may be hormones
themscives. Examples include anti-estrogens and sclective estrogen receptor modulators
(SERMs), including, for example, tamoxifen (inéluding NOLVADEX® tamoxifcn),
LEVISTA® raloxifene, droloxifene, 4-hydroxytamoxifen, trioxifene, keoxifene, LY 117018,

- onapristone, and FARESTON® toremifene; anti-progesteroncs; cstrogen receptor down-

regulators (ERDs); agents that function to suppresé or shut down the ovaries, for example,
feutinizing hormone-releasing hormone (LHRH) agonists such as LUPRON® and
ELIGARD® lcuprolide acetate, goserelin acetate, buserclin acetate and tripterelin; other
anti-androgens such as flutamide, nitutamide and bicalutamide; and aromatase inhibitors
that inhibit the enzyme aromatase, which regulates cstrogen production in the adrenal
glands, such as, for example, 4(5)-imidazoles, amit;oglutethimide, MEGASE® megestrol
acetate, AROMASIN® cxemestanc, formestanie, fadrozole, RIVISOR® vorozole,
FEMARA® letrozole, and ARIMIDEX® anastrozole. In addition, such definition of
chemotherapeutic agents includes bisphosphonates such as clodronate (for example,
BONEFOS® or OSTAC®), DIDROCAL® etidronate, NE-58095, ZOMETA® zoledronic
acid/zoledronate, FOSAMAX® alendronate, AREDIA® pamidronate, SKELID®
titudronate, or ACTONEL® risedronate; as well as troxacitabine (a 1,3-dioxolanc

nucleoside cytosine analog); antisense oligonucleotides, particularly those that inhibit

© expression of genes in signaling pathways implicated in abherant ccll proliferation, such as,

25

for example, PKC-alpha, Raf, H-Ras, and cpidermal growth factor receptor (EGP-R);

- vaccines such as THERATOPE® vaccine and gene therapy vaccines, for example,

30

ALLOVECTIN® vaccine, LEUVECTIN® vaccine, and VAX]D®‘vaccinc;
LURTOTECAN® topoisomerase 1 inhibitor; ABARELIX® rmRH; lapatinib ditosylate (an
ErbB-2 and EGFR dual tyrosine kinasc small-molecule inhibitor also known as
GW572016); and pharmaceutically acceptable salts, acids or derivatives of any of the
abovc.

A "growth inhibitory agent” when used hercin refers to a cofnpound ar composition
which inhibits growth of a cell (such as a cell expressing DLL4) either in vitro or in vive.

Thus, the growth inhibitory agent may be one which significantly reduces the percentage of
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cells (such as a cell expressing DLL4) in S phase. Examples of growth inhibitory agents

-include agents that block cell cycle progression (at a place other than S phase), such as

agents that induce G1 arrest and M-phase arrest. Classical M-phasc blockers include the

- vincas {vincristine and vinblastine), taxanes, and topoisomerase 11 inhibitors such as

doxorubicin, epirubicin, daunorubicin; etoposide, and bleomycin. Thosc agents that arrest
G1 also spill over into S-phase arrest, for example, DNA alkylating agents such as

tamoxifen, prednisone, dacarbazine, mechlorethamine, cisplatin, methotrexate, 5-

fluorouracil, and ara-C. Further information can be found in The Molecular Basis of

Cancer, Mendelsohn and Israel, eds., Chapter 1, entitled "Cell cycle regulation, oncogencs,
and antinecoplastic drugs” by Murakami ct al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995}, especially
p. 13. The taxanes (paclitaxel and docetaxel) are anticancer drugs both derived from the
yew tree. Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derived from the European
yew, i5 a scmisynthetic analogue of paclitaxcl (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb).
Paclitaxel and docetaxel promote the assembly of microtubules from tubulin dimers and
stabilize microtubules by preventing depolymerization, which results in the inhibition of
mitosis in cells.

“Doxorubicin™ is an anthracycline antibiotic. The full chemical namc of
doxorubicin 15 (88-cis)-10-[(3-amino-2,3,6-trideox y-u-L-lyxo-hexapyranosyl)oxy]-7,8,9,10-
tetrahydro-6,8,1 1-trihydroxy-8-(hydroxyacetyl)-1-methoxy-5,12-naphthacenedione.

An “Intraocular neovascular disease” is a disease characterized by ocular
necovascularization. Examples of intraocular neovascular diseases include, but are not
limited to, proliferative retinopathics, choroidal neovascularization (CNV), age-related
macular degeﬁeration (AMD), diabetic and other ischemia-related retinopathics, diabetic
macular edema, pa{hological myopia, von Hippel-Lindau disease, histdplasmosis of the cye,
retinal vein occlusions, including Central Retinal Vein Occlusion (CRVQ), corncal
ncovascularization, retinal neovascularization, ctc.

The "pathology"” of a discasc includes alt phenomena-that compromisc the well-
being of the patient. For cancer, this includes, without limitation, abnormal or
uncontrollable cell growth, metastasis, interference with the normal functioning of
neighboring cells, release of cytokines or other secretory products at abnormal levels,
suppression or aggravation of inflammatory or immunological response, etc.

Administration "in combination with" onc or mor¢ further thcraécutio agents

includes simultancous (concurrent) and consecutive administration in any order.
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"Carriers" as used herein include pharmaceutically acceptable carriers, excipients, or
stabilizers which are nontoxic to the cell or mammal being exposed thereto at the dosages
and concentrations employed. Often the physiologically acceptable carrier is an aqueous
pH buffered solution. Examples of physiologically acceptable carriers include buffers such
as phosphate, citrate, and other organic acids; antioxidants including ascorbic acid; low
molecular weight (less than about 10 residues) polypeptide; proteins, such as serum
albumin, gelatin, or immunoglobulins; hydrophilic polymers such as polyvinylpyrrolidone;
amino acids such as glycine, glutaminge, asparagine, arginine or lysine; monosaccharides,
disaccharides, and other carbohydrates including glucose, mannose, or dextrins; chelating
agents such as EDTA; sugar alcohols such as mannito! or sorbitol; salt-forming countcrions
such as sodium; and/or nonionic surfactants such as TWEENTM, polyethylene glycol (PEG),
and PLURONICS™,

A "liposome” is a small vesicle composed of various types of lipids, phospholipids
and/or surfactant which is useful for delivery of a drug (such as a DLL4 polypeptide or
antibody thereto) to a mammal, The components of the 'liposomc arc commonly zirrangcd n
a bilayer formation, similar to the lipid arrangement ofﬁiologica[ membranes.

The terms "VEGE" and “VEGF-A” are used interchangeably to refer to the 165-
amino acid vascular endothelial cell growth factor and rclated 121-, 145-, 183-, 189-, and
206- amino acid vascular cndothclial cell growth factors, as described by Leung ct al.
Science, 246:1306 (1989), Houck et al. Mol. Endocrin., 5:1806 (1991), and, Robinson &
Stringer, Journal of Cell Science, 144(5):853-865 (2001), together with the naturally
occurting allelic and processed forms thereof,

A “VEGF antagonist” refers to a molecule capable of neutralizing, blocking,
inhibiting, abrogating, reducing or interfering with VEGF activities including its binding to

one or more VEGF receptors. VEGF antagonists include anti-VEGF antibodics and

“antigen-binding fragments thercof, receptor molecules and derivatives which bind

specifically to VEGF thereby sequestering its binding to one or more receptors, anti-VEGF

 receptor antibodics and VEGF receptor antagonists such as small molecule inhibitors of the

VEGFR tyrosine kinases, and fusions proteins, ¢.g., VEGE-Trap (Regeneron), VEGF121-
gelonin (Peregrinc). VEGF antagonists also include antagonist variants of VEGF, antisense
molccules dirccted to VEGF, RNA aptamers, and ribozymes against VEGF or VEGF
receplors.

An “anli-VEGY antibody” is an antibody that binds to VEGF with sufficient affinity

and specificity. The anti-VEGF antibody can be uscd as a therapeutic agent in targeting and
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interfering with discases or conditions whercin the VEGF activity is involved. See, c.g.,
U.S. Patents 6,582,959, 6,703,020, W0O98/45332; WQ 96/30046; W094/10202,
W02005/044853, ; EP 0666868B1; US Patent Applications 20030206899, 20030190317,
20030203409, 20050112126, 20050186208, and 20050112126, Popkov et ai., Journal of
Immunological Methods 288.149-164 (2004); and WO2005012359. An anti-VEGF
antibody will usually not bind to other VEGF homologues such as VEGF-B or VEGF-C,
nor othcf growth factors such as PIGF, PDGF or bFGF. The anti-VEGF antibody
“Bevacizumab (BV)”, also known as “rhuMAb VEGF” or “Avastin®”, is a recombinant
humanized anti-VEGF monoclonal antibody generated according to Presta et al. Cancer
Res. 57:4593-4599 (1997). 1t comprises mutated human 1gGl framework regions and
antigen-binding complementarity-determining regions from the murine anti-hVEGF
monoclonal antibody A.4.6.1 that blocks binding of human VEGF to its receptors.
Approximately 93% of the amino acid sequence of Bevacizumab, including most of the
framework regions, is derived from human IgG i, and about 7% of the sequence is derived
from the murine antibody A4.6.1, Bevacizumab has a molecular mass of about 149,000
daltons and is glycosylated. Bevacizumab and other humanized anti-VEGF antibodies,
including the anti-VEGF antibody fragment “ranibizumab”, also known as “Lucentis®”, are
{urther described in U.S. Pat. No, 6,884,879 issued February 26, 2005.

The term “biological activity” and “biologically active” with regard to a DLLA4

“polypeptide refer to physical/chemical properties and biological functions associated with

DLL4. In some embodiments, DLL4 “biological activity” includes onc or more of: binding
a Notch receptor (eg, Notchl, Notch2, Notch3, Nolch4), activating a Notch receptor, and
activating a Notch receptor downstream molecular signaling. In this context, the term
“modulate” includes both promotion and inhibition.

A “DLL4 antagonist” refers to a molecule capable of neutralizing, blocking,
inhibiting, abrogating, reducing or interfering with the activitics of a DLL4 including, for
example, reduction or blocking of Notch receptor activation, reduction or blocking of Notch
receptor downstream -molecular signaling, disruption or blocking of Notch receptor binding
to DLL4, and/or promotion of endothelial cell proliferation, and/or inhibition of endothelial
cell differentiation, and/or inhibition .of arterial differentiation. DLL4 antagonists include
antibodies and antigen-binding fragments thereof, proteins, peptides, glycoproteins,
glycopeptides, glycolipids, polysaccharides, oligosaccharides, nucleic acids, bioorganic
molecules, peptidomimetics, pharmacological agents and their metabolites, transcriptional

and translation control sequences, and the like. Antagonists also include small molecule
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inhibitors of a protein, and fusions proteins, receptor molecules and derivatives which bind

specifically to protein thereby sequestering its binding to its target, antagonist variants of

~ the protein, siIRNA molecules directed to a protein, antisense molecules dirceted to a

protein, RNA aptamers, and ribozymes against a protein. In some embodiments, the DLL4
antagonist is a molecule which binds to DLL4 and neutralizes, blocks, inhibi‘;s, abrogatcs,
reduces or interferes with a biological activity of DLLL4. Tn some embodiments, the DLL4
antagonist is a molccule which binds to Notch receptor (such as Notchl, Notch2, Notch3
and/or Notch4) and neutralizes, blocks, inhibits, abrogales, rcduces or interferes with a
biological activity of DLLA. In some embodiments, the DLL4 antagonist modulates one or
morc aspects of DLL4-associated effects, including but not limited to any onc or more of
reduction or blocking of Notch receptor activation, reduction or biocking of Notch receptor
downstrcam molccular signaling, disruption or blocking of Notch receptor binding to
DLLA4, and/or promotion of endothelial cell proiiferation, and/or inhibition ol’cndolhclia].
cell differentiation, and/or inhibition-of arterial differentiation, and/or inhibition of tumor
vascular perfusion, and/or treatment and/or prevention of a tumor, cell proliferative disorder
or a cancer; and/or treatment or prevention of a disorder associated with DLLL4 expression
and/or activity and/or treatment or prevention of a disorder associated with Notch receptor
expression and/or activity.

The term “anti-neoptastic composition” refers to a composition useful in treating
cancer comprising at least one active therapeutic agent, e.g., “anti-cancer agent”. Examples
of therapeutic agents (anti-cancer agents, also termed “anti-neoplastic agent” herein)
include, but arc limited to, e.g., chemotherapeutic agents, growth inhibitory agents,
cytotoxic agents, agents used in radiation therapy, anti-angiogenesis agents, apoptotic
agents, anti-tubulin agents, toxins, and other-agents to treat cancer, e.g., anti-VEGF
neutralizing antibody, VEGF antagonist, anti-HER-2, anti-CD20, an epidermal growth
factor reeeptor (EGFR) antagonist (e.g., a tyrosine kinase inhibitor), HERI/EGFR inhibitor,-
erlotinib, a COX-2 inhibitor {e.g., celecoxib), interferons, cylokines, antagonists (e.g.,
neutralizing antibodies) that bind-to one or more of the ErbB2, ErbB3, ErbB4, or VEGF
receptor(s), inhibitors for rceeptor tyrosine kinases for platet-derived growth factor (PDGF)
and/or stem cell factor (SCF) (e.g., imatintb mesylaie (Gleevec ® Novartis)),
TRATL/Apo2L, and other bioactive and organic chemical agents, ctc.

“The term "prodrug” as used in this application refers to a precursor or derivative
form of a pharmaccutically active substance that is less cytotoxic to tumor cells compared to

the parent drug and is capable of being enzymatically activated or converted into the more
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aclive parent form. See, e.g., Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy” Biochemical
Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th I\;Iccting Belfast (1980) and Stella et al,,
"Prodrugs: A Chemical Approach to Turgeted Drug Delivery,” Directed Drug Delivery,
Borchardt et al,, (ed.), pp. 247-267, Humana Press {1985). The prodrugs of this invention
include, but are not limited to, phosphate-containing prodrugs, thiophosphate-containing
prodrugs, sulfate-containing prodrugs, peptide-containing prodrugs, D-amino acid-modified

prodrugs, glycosylated prodrugs, beta-lactam-containing prodrugs, optionally substituted

" phenoxyacctamide-containing prodrugs or optionally substituted phenylacctamide-

containing prodrugs, 5-fluorocytosine and other 5-fluorouridine prodrugs which can be
converted into the more active cytotoxic free drug, Examples of cytotoxic drugs that can be
derivatized into a prodrug form for use in this invention include, but are not limited to, thasc
chemotherapeutic agents described above.

An “angiogenic factor or agent” is a growth factor which stimulates the development
of blood vessels, e.g., promotes angiogenesis, endothelial cell growth, stability of blood
vessels, and/or vasculogenesis, ete. For example, angiogenic factors, include, but arc not

limited to, e.g., VEGF and members of the VEGF family, PIGF, PDGF family, fibroblast

-growth factor family (FGFs), TIE ligands (Angiopoictins), ephrins, ANGPTL3, DLL4, cte.

It would also include factors that accelerate wound healing, such as growth hormone,
insulin-like growth factor-1 (1GF-I), VIGF, epidermal growth factor (EGF), CTGF and
members of its family, and TGF-a and TGF-B. See, e.g., Klagsbrun and D’ Amore, Annu.
Rev. Physiol,, 53:217-39 (1991); Streit and Detmar, Oncogene, 22:3172-3179 (20037,
Ferrara & Alitalo, Nature Mcdicine 5(12):1359-1364 (1999); Tonini et al., Oncogenc,
22:6549-6556 (2003) (e.g., Table 1 listing angiogenic factors); and, Sato Int, J. Clin. Oncol.,
§:200-2006 (2003).

An "anti-angiogenesis agent” or “angiogenesis inhibitor” refers to a small molecular
weight substance, a polynucleotide (including, e.g., an inhibitory RNA (RNAT or $iRNA)), a
potypeptide, an isolated protein, a recombinant protein, aﬁ antibody, or conjugates or fusion
proteins thercof, that inhibits angiogenesis, vasculogenesis, or undesirable vascular
permeability, either directly or indirectly., For example, an anti-angiogenesis agent is an
antibody or other antagonist to ‘an angiogenic agent as defined above, e.g., antibodies to
VEGF, antibodics to VEGF rcceptors, small molccules that block VEGF receptor signaling
(e.g., PTK787/2K2284, SUG668, SUTENT®/SU11248 (sunitinib malate), AMG706, ot
those described in, e.g., inlernational patent application WO 2004/113304). Anti-
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angiogensis agents also include native angiogencsis inhibitors, e.g., angiostatin, endostatin,

etc. Sce, e.g., Klagsbrun and D’ Amore, Annu. Rev. Physiol., 53:217-39 (1991); Streit and
Detmar, Oncogene, 22:3172-3179 (2003) (e.g., Table 3 listing anti:angiogcnic therapy in
malignant melanoma); Ferrara & Alitalo, Nature Medicine 5(12):1359-1364 (1999); Tonini
et al., Oncogene, 22:0549-6556 (2003) (c.g., Table 2 listing antiangiogenic factors), and,
Sato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003) (c.g., Table 1 lists Anti-angiogenic agents used
in clinical trials).
Methods and compositions of the invention

The present invention is based in part on the discovery that vascular development is
imhibited by treatment with an agent that modulates Delta-like 4 (interchangeably termed
“DLL4”) activation of the Notch receptor pathway. Treatment with a DLL4 antagonist
resulted in increased cndothelial cell (EC) proliferation, improper endethelial cell

differentiation and improper arterial development in vasculature, including tumor

‘vascutature. Strikingly, treatment with an anti-DLL4 antibody resulted in inhibition of

tumor growth in several different cancers. Without being bound by tﬁcory, it 1s believed
that increased EC proliferation and impaired EC differentiation results in improper tumor
vascula-r function, leading to inhibition of tumar growth. Accordingly, DLL4 antagonists
are believed to demonstrate a broadly cfficacious approach for the treatment of cancer.

Accordingly, the invention provides methods, compositions, kits and en’tic]c.s-' of
manufacture for modulating (c.g., promoting or inhibiting) processes involved in
angiogencsis and for use in targeting pathological conditions associated with angiogencsis,
such as cancer.

It is contemplated that, according to the present invention, the DLL4 modulators
and/or combinations of DLL4 modulators and other therapeutic agents can be used to treat

various disorders.

Accordingly, the invention encompasses methods for inhibiting angiogenesis using

“an effective amount of a DLLA antagonist (such as an anti-DLLL4 antibody or a DLL4

immunoadhesin) to inhibit DLL4 activation of Notch receptors (such as Notchl, Notch2,

Notch3, and/or Notch4). In another aspect, the invention provides methods for inhibiting

‘angiogenesis comprising administering an effective amount of a DLL4 antagonist to a

subjcct in need of such treatment. In some cmbodiments, the DLL4 antagonist is capable of
promoting cndothelial cell proliferation, inhibits endothelial cell differentiation, inhibits
arterial development and/or reduces vascular perfusion. In another aspect, the invention

provides methods for stimulating endothelial cell proliferation, inhibiting endothelial cell
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diffcrentiation, inhibiting arterial development and/or inhibiting tumor vascular perfusion
comprising administering an effective amount of a DLL4 antagonist to a subject in need of
such treatment.

Examples of ncoplastic disorders to be treated with a DLL4 antagonist (such as an
anti-DLL4 antibody) include, but are not limited to, those described hercin under the terms
“cancer” and “cancerous.” Non-neoplastic conditions that are amenabie to treatment with
antagonists uscful in the invention, but are not limited to, ¢.g., undesired or aberrant
hypertrophy, arthritis, rheumatoid arthritis (RA), psoriasis, psoriatic plaques, sarcoidosis,
atherosclerosts, atherosclerotic plaques, edema from myocardial infarction, diabetic and
other proliferative rctinbpaihies including retinopathy of prematurity, retrolental fibroplasia,
neovascular glaucoma, age-related macular degencration, diabetic macular edema, corneal
neovascularization, corncal graft neovascularization, comeal graft rejection,
retinal/choroidal neovascularization, ncovascularization of the angle (rubeosis), ocular
neovascular disease, vascular restenosis, arleriovenous malformations (AVM), meningioma,
hemangioma, angiofibroma, thyroid hyperplasias (including Grave's discasc), corncal and
other tissue transplantation, chronic inflammation, lung inflammation, acute lung
imury/ARDS, sepsis, primary pulmonary hypertension, malignant pulmonary cffusions,
cerebral edema (e.g., associated with acute stroke/ closed head injury/ trauma), synovial
inflammation, pannus formation in RA, myositis ossificans, hypertropic bone formation,
osteoarthritis (OA), refractory ascites, polycystic ovarian discase, endometriosis, 3id
spacing of fluid diseascs (pancreatitis, compartment syndrome, burns, bowel discasc),

utering fibroids, premature labor, chronic inflammation such as IBD (Crohn's discase and

-ulcerative colitis), renal allografl rejection, inflammatory bowel disease, nephrotic

syndrome, undesired or aberrant tissue mass growth (non-cancer), obesity, adipose tissue
mass growth, hemophilic joints, hypertrophic scars, inhibition of hair growth, Osler-Weber
syndrome, pyogenic granuloma retrolental fibroplasias, scleroderma, trachoma, vascular
adhesions, synovitis, dermatitis, precclampsia, ascites, pericardial effusion (such as that
associated with pericarditis), and pleural effusion. Further examples of disorders to be
treated with a DILL4 antagonist (such as an anti-DLL4 antibody) include an cpithclial or
cardiac disorder.

Modulators of DLL4, ¢.g., agonists or activators of DLL4, can be utilized for
treatment of pathological disorders. 1n some embodiments, modulators of DLL4, e.g.,
agonists of DLL4, can be utilized in the treatment of pathological disorders where inhibition

of angiogencsis is desircd. Modulators of DLLA4, e.g. DL L agonists, can also be used for
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treatment of pathological disorders where angiogenesis or ncovascularization and/or
hypertrophy is desired, which include, but are not limited to, ¢.g., vascular trauma, wounds,
lacerations, incisions, burns, ulcers (e.g., diabetic ulcers, pressure ulcers, haemophiliac
ulcers, varicose uicers), tissue growth, weight gain, peripheral arterial disease, induction of
labor, hair growth, epidermolysis bullosa, retinal atrophy, bone fracturcs, bonc spinal
fusions, meniscal tears, etc.
Combination Therapies

As indicated above, the invention provides combined therapics in which a DLLA
antagonist (such as an anti-DLL4 antibody) or a DLL4 agonist is administered with another
therapy. For example, DLLA antagdnists arc used in combinations with anti-cancer agent or
an anti-angiogenic agent to treat various neoplastic or non-neoplastic conditions. In onc
embodiment, the neoplastic or non-neoplastic condition is characterized by pathological
disorder associated with aberrant or undesired angiogencsis. The DLL4 antagonist can be
administered serially or in combination with another agent thal is effective for those

purposes, either in the same composition or as scparate compositions. Alternatively, or

“additionally, multiple inhibitors of DLL4 can be administered.

The administration of the DLL4 antagonist (or DLL4 agonist) and the other
therapeutic agent (e.g., anti-cancer agent, anti-angiogenic agent) can be done
simultaneously, e.g., as a single composition or as two or more distinct compositions using
the same or different administration routes. Alternatively, or additionally, the
administration can be done sequentially, in any order. Alternatively, or additionally, the
sleps can be performed as a combination of both scquentially and simultancously, in any
order.

In certain embodiments, intervals ranging from minutes to days, to wecks to months,
can be present between the administrations of the twd‘or more composirtions_ For example,
the anti-cancer agent may be administered first, followed by the DLL4 antagomist.
However, simultaneous administration or administration of the DLL4 antagonist first is also
contemplated. Accordingly, in one aspect, the invention provides methods comprising
administration of a DLL4 antagonist (such as an anti-DLL4 antibody), followed by
administration of an anti-angiogenic agent (such as anti-VEGF). In certain embodiments,
intervals ranging from minutes to days, to wecks to months, can be present between the
administrations of the two or morc compositions.

The effective amounts of therapeutic agents administered in combination with a

DLIL4 antagonist (or DLLL4 agonist) will be at the physician’s or veterinarian’s discretion.
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Dosage administration and adjustment is done to achieve maximal management of the
conditions (o be treated. The dose will additionally depend on such factors as the type of
therapcutic agent to be used and the specific paticnt being treated. Suitable dosages for the
anti-cancer agent are those presently usced and can be lowered due to the combined action
(synergy) of the anti-cancer agent and the DLL4 antagonist. Tn certain embodiments, the
combination of the inhibitors potentiates the efficacy of a single inhibitor. The term
"potentiate” réfcrs to an improvement in the cfficacy of a therapeutic agent at its common or
approved dosc. See also the section entitled Pharmaceutical Compositions herein.,

Typically, the DLL4 antagonists and anti-cancer agents are suitable for the same or

- similar diseases to block or reduce a pathological disorder such as a tumor, a cancer or a cell

bl‘OlifCl'atiVC disorder. In one embodiment the anti-cancer agent is an anti-angiogeincsis
agent.

Antiangiogenic therapy in relationship to cancer is a cancer treatment strategy aimed
at inhibiting the development of tumor blood vessels required for providing nutrients to
support tumor growth. Because angiogenesis 18 involved i both primary tumor growth and
metastasis, the antiangiogeﬁic treatment provided by the invention is capable of inhibiting
the neoplastic growth of tumor at the primary site as well as preventing metastasis of tumors
at the sccondary sites, therefore allowing attack of the tumors by other therapeutics.

hdmﬁfmﬂhangogmﬁcagmnshavebcm1kknﬁﬁedandarcknowminthcaﬁ&
including those listed herein, e.g., listed under Definitions, and by, e.g., Carmeliet and Jain,
Nature 407:249-257 (2000); Ferrara et al., Nature Reviews:Drug Discovery, 3:391-400
(2004); and Sato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003). Sec also, US Patent Application
US20030055006. In one embodiment, a DLL4 antagonist is used in combination with an
anti-VEGF ncutralizing antibody (or fragment) and/or another VEGF antagonist or « VEGF
receptor antagonist including, but not limited to, for example, soluble VEGF receptor (e.¢.,
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, neuropillins (e.g., NRP1, NRP2)) frapments, aptamers
capable of blocking VEGE or VEGFR, neutralizing anti-VEGFR antibodies, low molccule
weight inhibitors of VEGER tyrosine kinases (RTK), antiscnse strategics for VEGF,
ribozymes against VEGF or VEGF receptors, antagonist variants of VEGF; and any
combinations thereof. Alternatively, or additionally, two or more angiogenesis inhibitors
may optionally be co-administered to the patient in addition to VEGF antagonist and othcr
agent. In certain embodiment, onc or more additional therapeutic agents, e.g., anti-cancer
agents, can be administered in combination with DLL4 antagonist, the VEGF antagonist,

and an anti-angiogenesis agent.
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In certain aspccts of the invention, other therapeutic agents useful for combination
tumor therapy with a DL14 antagonist {(or DLL4 agonist) include other cancer therapies,

(c.g., surgery, radiological treatments (¢.g., involving irradiation or administration of

radioactive substances), chemotherapy, treatment with anti-cancer agents listed herein and

known in the art, or combinations thereof). Altematively, or additionally, two or more
antibodies binding the same or two or more different antigens disclosed hercin can be co-
administered to the patient. Sometimes, it may be beneficial to also administer one or more
cylokines to the paticnt.
Chemotherapeutic Agents

In one aspect, the invention provides a method of treating a disorder (such as a
tumor, a cancer, or a cell proliferative disorder) by administering effective amounts of an
antagonist of DLL4 (or DLL4 agonist) and/or an angiogenesis inhibitor(s) and one or more
chemotherapeutic agents. A varicly of chemotherapeutic agents may be used in the
combined treatment methods of the invention. An exemplary and non-.limiting list of
chemotherapeutic agents contemplated is provided herein under “Definitions.” The
administration of the DLIL4 antagonist and the chemotﬁerupcutic agent can be done
simuitaneously, €.g., as a single composition or as two or more distinct compositions, using
the same or different administration routes. Altematively, or additionally, the
administration can be donc scquentially, in any arder.  Altematively, or additionally, the

steps can be performed as a combination of both sequentially and simultaneously, in any

order. In certain embodiments, intervals ranging from minutes to days, to weeks to months,

can be present between the administrations of the two or more compositions. For cxample,
the chemotherapeutic agent may be administered first, followed by the DLL4 antagonist.
However, simultaneous administration or administration of the DLL4 antagonist first is also
contemplated. Accordingly, in one aspcc.t, the invention provides methods comprising
administration of a DLL4 antagomist (such as an anti-DLL4 antibody), followed by
administration of a chemotherapeutic agent. In certain embodiments, intervals ranging
from minutes to days, to weeks to months, can be present between the administrations. of the
two or more compaositions.

As will be understood by those ol ordinary skill in the art, the appropriate doses of

chemotherapcutic agents will be gencrally around those already employed in clinical

therapies wherein the chemotherapeutics are administered alone or in combination with

other chemotherapeutics. Variation in dosage will likely occur depending on the condition
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being treated. The physician administering treatment wili be able to determine the
appropriate dose for the individual subject.
Relapse Tumor Growth

The invention also provides methods and compositions for inhibiting or preventing
relapse tumor growth or relapse cancer cell growth, Relapse tumor growth or relapsc
cancer cell growth is used to describe a condition in which patients undergoing or treated
with one or more currently available therapies (e.g., cancer therapies, such as
chemotherapy, radiatibn therapy, surgery, hormanal therapy and/or biological
therapy/immunotherapy, anti-VEGF antibody therapy, particularly a standard therapeutic
regimen for the particular cancer) is not clinically adequate to treat the patienis or the
patients are no longer recciving any beneficial effect from the therapy such that these
patients nced additional effective therapy. As used hercin, the phrase can also refer to a
condition of the “non-responsive/refractory” patient, ¢.g., which describe paticnts who
respond to therapy yet suffer from side cffects, develop resistance, do not respond to the
therapy, do not respond satisfactorily to the therapy, etc. In various embodiments, a cancer
is relapse tumor growth or relapse cancer cell growth where the number of cancer cells has
not been significantly reduced, or has increased, or tumor size has not been significantly
reduced, or has increased, or fails any further reduction in size or in number of cancer cells.
The determination of whether the cancer cells are relapsc tumor g‘rowth or relapse cancer
cell growth can be made either in vivo or in vitro by any method known in the art for
assaying the effectiveness of treatment on cancer cells, using the art-accepted meanings of
“"relapse” or “refractory” or “non-responsive” in such a context. A tumor resistant to anti-
VEGF treatment is an example of a relapse tumor growth,

The invention provides methods of blocking or reducing relapse tumor growth or

rclapse cancer cell growth in a subject by administering onc or more DLL4 antagonist (or

DLLA4 aponist) to block or reduce the relapse tumor growth or relapse cancer cell prowth in
subject. In certain embodiments, the antagonist can be administercd subsequent to the
cancer therapeutic. In certain embodiments, the DLL4 antagonists are administered
simultaneously with cancer therapy. Alternatively, or additionally, the DLL4 antagonist
therapy altemates with another cancer therapy, which ozin be performed in any order. The
invention also cncompasscs methods for administering one or more inhibitory antibodics to
prevent the onset or recurrence of cancer in patients predisposed to having cancer.
Generally, the subject was or is concurrently undergoing cancer therapy. In one

cmbodiment, the cancer therapy is treatment with an anti-angiogenesis agent, e.g., a VEGFE
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antagonist. The anli-angiogenesis agent includes those known in the art and those found
under the Definitions herein. In one embodiment, the anti-angiogencsis agent 1s an anti-
VEGF neutralizing antibody or fragment (e.g., humanized A4.6.1, AVASTIN ®
{Genentech, South San Francisco, CA), Y0317, M4, G6, B20, 2C3, ctc.). Sce, c.g., U.S,
Patents 6,582,959, 6,884,879, 6,703,020; W098/45332; WO 96/30046, W094/10202; EP-
06668688 1; US Patent Applications 20030206899, 20030190317, 20030203409, and |

- 20050112126; Popkov et al., Journal of Immunological Methods 288:149-164 (2004); and,

W02005012359. Additional agents can be administered in combination with VEGE
antagonist and a DLL4 antagonist for blocking or reducing relapse tumor growth or relapse
cancer cell growth, e.g., see section entitled Combination Therapies herein.
DLL4

DLL4 is a transmembrane protein. The extracellular region contains 8 EGF-like
repeats, as well as a DSL domain that is conserved among all Notch ligands and s
necessary for receptor binding. The predicted protein also contains a tranémcmbranc region,
and a cytoplasmic tail lacking any catalytic motifs. Human DLLA4 protcin is a 685 amino
acid pfotein and contains the following regions: signal peptide (amino acids 1-25); MNNL
(amino acids 26-92); DSL {amino acids 155-217), EGF-Like (amino acids 221-251); EGF-
Like (amino acids 252-282); EGF-Like (amino acids 284-322); EGF-Like (amino acids
324-360); EGF-Like (amino acids 366-400); EGF-Like (amino acids 402-438); EGF-Like

' (amino acids 440-476); EGF-Like (amino, acids 480-518); transmembrane (amino acids529-

551); cytoplasmic domain (amino acids 552-685). DLL4 nucleic acid and amino acid
scquences are known in the art and are further discussed herein. Nucleic acid scquence
encoding the DLL4 can be designed using the amino acid sequence of the desired region of
DLL4. Alternatively, the cDNA sequence {or fragments thercof) of DLL4 can be used.
The accession number of human DLL4 is NM_019074, and the accession number of mouse
DLL4 is NM 019454,

DLLA4 binds the Notch receptors. The evolutionarily conserved Notch pathway is a
key regulator of many developmental processcs as well as postnatal self-rencwing organ
systems. From invertcbrates to mammals, Notch signaiing guides cells through a myriad of
cell fate decisions and influences proliferation, differentiation and apoptosis (Micle and
Os‘bomc, 1999). The Notch family consists of structurally conserved ccli surface receptors
that are activated by membrane-bound ligands of the DSL gene family (named for Delta and
Scrrate from Drosophila and Lag-2 from C. ¢legans). Mammals have four receptors

(Notchl, Notch2, Notch3, Notchd4) and five ligands (Jagi, Jag2, DLL1, D3 and DLL4).
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Upon activation by ligands presented on neighboring cells, Notch receptors undergo
successive proteolytic cleavages. This leads to the release of the Notch Intra-Cellular
Domain (NICD), which translocates into the nucleus and forms a transcriptional complex
with the DNA binding protein, RBP-Jk also know as CSL [for CBF1/Su(H)/ Lag-1] and
other transcriptional cofactors. The primary target genes of Notch activation include the
HES (Hairy/Enhancer of Split) gene family and HES-related genes (Hey, CHF, HRT,
HESR), which in turn regulate the downstream transcriptional effectors in a tissue and cell-
type specific manner (Iso et al., 2003; Li and Harris, 2005).
DLIL4 Modulators

Modulators of DLL4 arc molecules that modulate the activity of DLL4, e.g.,
agonists-and antagonists. The term “DLL4 agonist” is used to refer to peptide and non-

peptide analogs of DL14 (such as the multimerized DLL4 described herein), and to other

- agents provided they have the ability to signal through a native Notch receptor (c.g.,

Notchl, Notch2, Notch3, Notch4). The term “agonist” is defined in the context of the
biological role of a Notch receptor. In certain embodiments, agonists possess the biological
activities of a DLL4, as defined above, such as binding a Notch receptor (e.g., Notchi,
Notch2, Notch3, Notch4), activating a Notch receptor, and activating a Notch receptor
downstream molecular signaling. In some embodiments, DLL4 agonists inhibit endothelial
céll proliferation, promote epithelial cell differentiation, and/or promo'te arterial
development. In some embodiments, DLL4 agonists inhibit vascular development.

DLL4 modulators are known in the art, and some are described and exemplified
herein. An exemplary .and non-limiting list of DLL4 antagonists (such as an anti-DLL4
antibody and a DLL4 immunoadhesin) contemplated is provided herein under
“Definitions.”

The modulators useful in the present invention can be characterized for their
physical/chemical propertics and biological functions by various assays known in the art. In
some embodiments, DLL4 antagonists arc characterized for any one or more of: binding to
DLL4, binding to Notch receptor, reduction or blocking of Notch receptor activation,
reduction or blocking of Notch receptor downstream molecular signaling, disruption or
blocking of Notch receptor binding to DLL4, and/or promotion of endothelial cell
proliferation, and/or inhibition of endothelial cell differentiation, and/or inhibition of arterial
differentiation, and/or inhibition of tumor vascular perfusion, and/or treatment and/or
prevention of a tumor, cell proliferative disorder or a cancer; and/or treatment or prevention

of a disorder associated with DLL4 expression and/or activity and/or treatment or
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prevention of a disorder associated with Notch receptor expression and/or activity, [n some
embodiments, DLL4 agonists are characterized for any one or more of: binding a Notch -
receptor (e.g., Notchl, Notch2, Notch3, Notchd), activating a Notch receptor, activating d
Notch receplor downstfeam molecular signaling, inhibiting endathelial cell proliferation,

promoting epithelial cell differentiation, and/or promoting arterial development. Methods

for characterizing DLL4 antagonists and agonists are known in the art, and some are

described and exemplified herein.
Antibodies

DLL4 antibodies are known in the art and some are described and exemplified
herein. The anti-DILL4 antibodics are preferably monoclonal, Also encompassed within the
scope of the invention are Fab, Fab', Fab'-SH and F(ab"), fragments of the anti-DLLt’;'
antibodies provided herein. These antibody fragments can be created by traditional means,
such as enzymatic digestion, or may be generated by recombinant techniques. Such
antibody fragments may be chimeric or humanized. These frapgments are useful for the
diagnostic and thcfapcutic purpases sct forth below.

Monoclonal antibodies are obtained from a population of substantially homogencous
antibodics, i.e., the individual antibodies comprising the population are identical except for
possible naturally occurring mutations that may be present in minor amounts. Thus, the
modifier "monoclonal” indicates the character of the antibody as not being a mixture of
discrete antibodies.

The anti-DLL4 monoclonal antibodies can be made using the hybridoma method
first described by Kohler ct al., Naturc, 256:495 (1975), or may be made by rccombinant
DNA methods (U.S. Patent No. 4,816,567).

In the hybridoma method, a mouse or other appropriate host animal, such as «
hamster, is immunized to clicit lymphocytes that produce or are capable of producing
antibodies that will specifically bind to the protein used for immunization. Antibodies to
DLL4 generaily are raised in animals by multiple subcutaneous (s¢) or intraperitoncal (ip)
imjections of DLL4 and an adjuvant. DLL4 may be prepared using methods well-known in
the art, some of which arc further described herein, For cxample, recoﬁwbinant production
of DLL4 is described below. In one embodiment, animals are immuniéed with a derivative
of DLL4 that contains the extracellular domain (ECD) of DLL4 fused to the Fc portion of
an immunoglobulin heavy chain. In a preferred embodiment, animals are immunized with

an DLL4-1gG1 fusion protein. Animals ordinarily are immunized against immunogenic

conjugates or derivatives of DLL4 with monophosphoryl lipid A (MPL)/trehalose
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dicrynomycolate (TDM) (Ribi Immunochem. Research, Inc., Hamilton, MT) and the
solution is injected intradermally at multiple sites. Two weceks later the animals are
boosted. 7 to 14 days later animals are bled and the serum is assayed for anti-DLLA titer.
Animals are boosted until titer plateaus.

Alternatively, lymphocytes may be immunized in vitro. Lymphocytes then arc
fused with myeloma cells using a suitable fusing agent, such as polyethylenc glycol, to form
a hybridoma cell (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103
(Academic Press, 1986)).

The hybridoma cells thus prepared are seeded and grown in a suitable culture
medium that preferably contains onc or more substances that inhibit the growth or survival
of the unfused, parental myeloma cells. For example, if the parental myeloma cells lack the
enzyme hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferasc (HGPRT or HPRT), the culture
medium for the hybridomas typically will include hypoxanthine, aminopterin, and
thymidine (HAT medium), which substances prevent the growth of HGPRT-deficient cells.

Preferred myeloma cells arc those that fuse cfficiently, support stable high-level
production of antibody by the selected antibody-producing cells, and are sensitive to a
medium such as HAT medium. Among these, preferred myeloma cell lines are murine '
myeloma lines, such as those derived from MOPC-21 and MPC-11 mouse tumors available
from the Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California USA, and SP-2 or
X63-Ag8-653 cells available from the American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland USA. Human myeloma and mouse-human heteromyeloma cell lines also have
been described for the production of human monoclonal antibodies (Kozbor, J. Immunol.,
133:3001 (1984); Brodeur <t al., Monoclonal Antibody Production Technigues and
Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

Culture medium in which hybridoma cells are growing is assayed for production of
monoclonal antibodics directed against DLL4. Preferably, the binding specificity of
monoclonal antibodies produced by hybridoma cells is determined by immunoprecipitation

or by an in vitro binding assay, such as radioimmunoassay (RIA) or enzyme-linked

“immuncadsorbent assay (ELISA),

The binding affinity of the monoclonal antibody can, for example, be determined by
the Scatchard analysis of Munson ct al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

After hybridoma cells are identified that produce antibodies of the desired
specificity, affinity, and/or activity, the clones may be subcloned by limiting dilution

procedures and grown by standard methods (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
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and Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)). Suitable culture media for this purposc
include, for example, D-MEM or RPMI-1640 medium. In addition, the hybridoma cells
may be grown in vivo as ascites tumaors in an animal.

The monoclonal antibodies secreted by the subcloues are suitably separated from the
culture medium, ascites fluid, or serum by conventional immunoglobulin purification
procedures such as, for example, protein A-Sepharose, hydroxylapatite chromatography, gel
clectrophoresis, dialysis, or affinity chromatography.

The anti-DLL4 antibodics can be made by using combinatorial librarics to screen for
synthetic antibody clones with the desired activity or activities. In principle, synthetic
antibody clones are sclected by screening phage libraries containing phage that display
various fragments of antibody variable region (Fv) fused to phage coat protein. Such phage
libraries are panned by affinity chromatography against the desired antigen. Clones
expressing Fv fragments capable of binding to the desired antigen are adsorbed to the
antigen and thus separated {rom the non-binding clones in the library. The binding clones
are then eluted from the antigen, and can be further enriched by additional cycles of antigen
adsorption/elution. Any of the anti-DLL4 antibodies can be obtained by designing a
suitable antigen screening procedure to select for the phage clone of interest followed by
construction of a full length anti-DLL4 antibody clone using the Fv sequences from the
phage clone of interest and suitable constant region (Fe) sequences described in Kabat ct al,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Publication 91-3242,
Bethesda MD (1991), vols, 1-3. .

The antigen-binding domain of an antibody is formed from two variable (V) regions

‘of about 110 amino acids, one each from the light (VL) and heavy (VH) chains, that both

present three hypervariable loops or complementarity-determining regions (CDRs).
Variable domains can be displayed functionally on phage, either as single-chain Fv (scFv)
fragments, in which VH and VL are covalently linked through a short, flexible peptide, or
as Fab fragments, in which they arc cach fused to a constant domain and intcract non-
covalently, as described in Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). As used
herein, scFv encoding phage cloncs and Fab e.ncoding phage clones are collectively referred
to as "Fv phage clones” or "Fv clones".

Repertoires of VH and VL genes can be scparately cloned by polymerasce chain
reaction (PCR) and recombined randomly in phage libraries, which can then be searched for
antigen-binding élones as described in Winter ¢t al., Ann. Rev. Immunol., 12; 433-455

(1994). Libraries from immunized sources provide high-affinity antibodies to the

-45-



15

20

25

30

WQ 2007/143689 PCT/US2007/07051G

immunogen without the requirement of constructing hybridomas. Altcratively, the naive
repertoire can be cloned to provide a single source of human antibodics to a wide range of
non-self and also self antigens without any immunization as described by Griffiths ct al.,
EMBO 1, 12: 725-734 (1993). Finally, naive libraries can also be made synthetically by
cloning the unrearranged V-gene scgments from stem celis, and using PCR primers
containing random sequence to encode the highly variable CDR3 regions and to accomplish
rearrangement in vitro as described by Hoogenboom and Winter, I. Mol. Biol., 227: 381-
388 (1992).

Filamentous phage is used to display antibody fragments by fusion to the minor coat
protein plll. The antibody fragments can be displayed as single chain Fv fragments, in
which VH and V1. domains are connected on the same polypeptide chain by a flexibie
polypeptide spacer, e.g. as described by Marks et al, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), or
as FFab fragments, in which onc chain is fused to plll and the other is secreted mto the
bacterial host cell periplasm where assembly of a Fab-coat protein structure which becomes

disptayed on the phage surface by displacing some of the wild type coat proteins, e.g. as

described in Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19: 4133-4137 (1 99]).

in general, nucleic acids encoding antibody gene fragments are obtained from
immune cells harvested from humans or animals. If a library biased in favor of anti-DLL4
clones 1s desired, the subject is immunized with DLIL4 to gencrate an antibody response,
and spleen cells and/or circulating B cells other peripherai blood lymphocytes (PBLs) are
recovered for library construction. In a preferred embodiment, a human antibody pene |
fragment library biased in favor of anti-DLL4 clones is obtained by gencerating an anti-
DLL4 antibody response in transgenic mice carrying a functional human immunoglobulin
gene array (and lacking a functional endogenous antibody production systcm) such that
DLL4 immunization gives risc to B cells producing human antibodies against DLL4. The
generation of human antibody-producing transgenic mice is described below.

Additional enrichment for anti-DLL4 reactive cell populations can be obtained by
using a suitable screening procedure to isolate B cells expressing DLLA4-specific membrane
bound antibody, c.g., by cell separation with DLL4 affinity chromatography or adsorption
of cells to fluorochrome-labeled DLL4 followed by flow-activated cell sorting (FACS).

Alternatively, the use of spleen cells and/or B cells or other PBLs from an
unimmﬁnizcd donq_r provides a beiter represcentation of the possible antibody repertoire, and
also permits the construction of an antibody library using any animal (human or non-

human) species in which DLL4 is not antigenic. For libraries incorporating in vitro
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antibody gene construction, stem cells are harvested from the subject to provide nucleic
acids encoding unrearranged antibody gene segments. The immune cells of interest can be
obtained from a varicty of animal specics, such as human, mouse, rat, lagomorpha, luprine,
canine, feline, porcine, bovine, equine, and avian spccieé, etc.

Nucleic acid encoding antibody variable gene segments (including VH and VL
segments) are recovered from the cells of interest and amplified. Tn the case of rearranged
VH and VL gene libraries, the desired DNA can be obtained by isolating genomic DNA or
mRNA from lymphocytes followed by polymerase chain reaction (PCR) with primers

matching the 5' and 3’ ends of rearranged VH and VL genes as desciribed in Orlandi et al.,

- Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837 (1989), thereby making diverse V gene

repertaires for expression. The V genes can be amplified from ¢cDNA and genomic DNA,
with back primers at the 5' end of the cxon encoding the mature V-domain and forward
primers based within the J-scgment as described in Orlandi et a}l. (19895 and in Ward ct al.,
Nature, 341: 544-546 (1989), Howcvcr, for amplifying from cDNA, back primers can also
be based in the leader cxon as described in Jones et al., Biotechnol., 9; 88-89 (1991), and
forward primers within the constant region as described in Sastry et al,, Proc. Natl. Acad.
Sci. (USA), 86: 5728-5732 (1989). To maximize complementarity, degeneracy can be
incorporated in the primers as described in Orlandi et al. (1989) or Sasiry et al. (1989).
Preferably, the library diversity is maximized by using PCR primers targeted to cach V-
gene family in order to amplify all available VH and VL arrangements present in the
immune cell nucleic acid sample, e.g. as described in the method of Marks et al., J. Moi.
Biol., 222: 581-597 (1991) or as described in the method of Orum ct ‘a]., Nucleic Acids
Res., 21:4491-4498 (1993). For cloning of the amplificd DNA into expression vectors, rare
restriction sites can be introduced within the PCR primer as a tag at onc end as described in
Orlandi et al. (1989), or by further PCR amplification with a tagged primer as described in
Clackson et al,, Nature, 352: 624-628 (1991).

Repertoires of synthetically rearranged V genes can be derived in vitro from V genc
segments. Most of the human VH-gene segments have been cloned and sequenced
(reported in Tomlinson et al., 1. Mol. Biol., 227: 776-798 (1992)), and mapped (reported in
Matsuda et al., Nature Genet., 3: 88-94 (1993), these cloned segments (including all the
major conformations of the H1 and Fi2 loop) can be used to gencrate diverse VH gene
repertaires with PCR primers encoding H3 loops of diverse sequence and length as
described in Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). VH repertoires

can also be made with all the sequence diversity focused in a lang H3 loop of a single
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length as described in Barbas ¢f al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-4461 (1992).
Human Vx and VA segments have been cloned and sequenced (reported in Williams and

Winter, Eur. J. Immunol., 23: 1456-1461 (1993)) and can be used to make synthetic light

~ chain repertoires. Synthetic V gene repertoires, based on a range of VH and VL folds, and

L3 and H3 lengths, will encode antibodies of considerable structural diversity. Following
amplification of V-gene encoding DNAs, germline V-genc segments can be rearranged in
vitro according to the methads of Hoogenboom and Winter, J. Mal. Biol., 227: 381-388
(1992), '

Repertoires of antibody fragments can be constructed by combining VH and VL
gene repertoires together in several ways. Each repertaire can be created in different
vectors, and the vectors recombined in vitro, e.g., as described in Hogrefe et al., Gene, [28:
119-126 (1993), or in vivo by combinatorial infection, ¢.g., the loxP system described in
Watcrhousc et al., Nucl. Acids Res., 21: 2265-2266 (1993). The in vivo recombination
approach exploits the two-chain nature of Fab fragments to overcome the limit on library
size imposed by E. coli transformation cfficiency. Naive VH and VL repertotres are cloned
separately, one into a phagemid and the other into a phage vector. The twao libraries are
then combined by phage infection of phagemid-containing bacteria so that cach cell
contains a differcnt combination and the library size is limited only by the number of cells
present (about 101 clones). Both vectors contain in vivo recombinatioﬁ signals so that the
VH and VL genes are recombined onto a single replicon and are co-packaged into phage
virions. These huge libraries provide large numbers of diverse antibodies of good affinity
(Kd™ of about 107 M).

Alternatively, the repertoires may be cloned sequentially into the same vector, e.g.
as described in Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 88: 7978-7982 (1991), or
assembled together by PCR and then cloned, e.g. as described in Clackson et al,, Nature,
352: 624-028 (1991). PCR asscmbly can also be used to join VH and VL DNAs with DNA
ehcoding a flexible peptide spacer io form singte chain Fv (scFv) repertoires. In yct another
techuique, "in cell PCR assembly" is used to combine VI and VL genes within
lymphocytes by PCR and then clone repertoires of linked genes as described in Embleton et
al., Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837 (1992).

The antibodies produced by naive librarics (cither natural or synthetic) can be of

- moderate affinity (Kd-1 of about 106 to 107 M-1), but affinity maturation can also be

mimicked in vitro by constructing and reselccting from secondary libraries as described in

Winter ct al. (1994), supra. For example, mutation can be introduced at random in vitro by
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using crror-prone polymerase (reported in Leung et al., Technique, 1: 11-15 (1989)) in the
method of Hawkins ct al., J: Mol. Biol., 226; 889-896 (1992) or in the method of Gram ct
al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 3576-3580 (1992). Additionally, affinity maturation can
be performed by randomly mutating one or more CDRs, e.g. using PCR with primers
carrying random scquence spanning the CDR of interest, in selected individual Fv clones
and screening for higher affinity clones. WO 9607754 (published 14 March 1996)
described a method for inducing mutagencsis in a complementarity determining region of
an immunoglobulin light chain to create a library of light chain genes. Another effoctive
approach is to recombine the VH or VL domains selected by phage display with repertoires
of naturally occurring V domain variants obtained from unimmunized donors and screen for
higher affinity in several rounds of chain reshuffling as described in Marks et al.,
Biotechnol., 10: 779-783 (1992). This technique allows the production of antibodics and
antibody fragments with affinities in the 10-9 M range.

DLL4 nucleic acid and amino acid scquences are known in the art-and are further
discussed herein. DNAs encoding DLL4 can be prepared by a variety of methods known in
the art. These methods include, but arc not limited to, chemical synthesis by any of the
methods described in Engels et al., Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 28: 716-734 (1989), such
as the triester, phosphite, phosphoramidite and H-phosphonate methods. In one
embodiment, codons preferred by the expression host cell are used in the design of the
DLL4 encoding DNA. Alternatively, DNA encoding the DL.L4 can be isolated from a
genomic or cDNA library.

Following construction of the DNA molccule encoding the DLL4, the DNA
molecule is operably linked to an expression control sequence in an expression vector, such
as a plasmid, wherein the control sequence is recognized by a host cell transformed with the

vector. In general, plasmid vectors contain replication and control sequences which are

" derived from species compatible with the host cell. The vector ordinarily carrics a

replication site, as well as sequences which encode proteins that are capable of providing
phenotypic selection in transformed celis. Suitable vectors for expression in prokaryotic
and eukaryotic host cells are known in the art and some are further described herein.
Eukaryotic organisms, such as yeasts, or cells derived from multicetlular organisms, such as
mammals, may be used.

Optionally, the DNA encoding the D114 is operably linked to a secretory lcader
sequence resulting in secretion of the expression product by the host cell into the culture

medium. Examples of secretory leader sequences include stll, ecotin, lamB, herpes GD,
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Ipp, alkaline phosphatasc, invertase, and alpha factor. Also suitable for use herein is the 36
amino acid leader sequence of protein A (Abrahmsen ct al,, EMBO 1., 4: 3901 (1985)).

Host cells are transfected and preferably transformed with the above-described
expression or cloning vectors of this invention and cultured in conventional nutrient media
modified as appropriate for inducing promoters, selecting transformants, or amplifying the
genes encoding the desired sequences.

Transfection refers to the taking up of an expression vector by a host ccll whether or
not any coding sequences are in fact expressed. Numerous methods of transfection are
known to the ordinarily skilled artisan, for example, CaPQq prccipitatién and
clectroporation. Successful transfection is generally recognized when any indication of the
operation of this vector occurs within the host cell. Methods for transfection are well
known in the art, and some are further described herein.

Transformation means introducing DNA into an organism so that the DNA is
replicable, cither as an extrachromosomal element or by chromosomal integrant.
Depending on the host ccll used, transformation is done using standard techniques
appropriate to such cells. Methods for transformation are well known in the art, and some

are further described herein.

Prokaryotic host cells used to produce the DLL4 can be cultured as described

generally in Sambrook et al., supra.

The mammalian host cells used to produce the DLL4 can be cultured in a variety of
media, which is well known in the art and some of which is described hercin.

The host cells referred to in this disclosure cncompass cells in in vitro culturc as
well as cells that are within a host animal.

Purification of DLL4 may be accomplished using art-recognized methods, some of
which are described herein,

The purified DLL4 can be attached to a suitable matrix such as agarose beads,
acrylamide beads, glass beads, cellulose, various acrylic copolymers, hydroxyl methacrylate
gels, polyacrylic and polymethacrylic copolymers, nylon, neutral and ionic carriers, and the
like, for use in the affinity chromatographic scparation of phage display clones. Attachment
of the DLL4 protein ta the matrix can be accomplished by the methods described in
Mcthods in Enzymology, vol. 44 (1976). A commonly employed techniquc for attaching
pratein ligands to polysaccharide matrices, ¢.g. agarose, dextran or cellulose, involves
activation of the carrier with cyanogen halides and subsequent coupling of the peptide

ligand's primary aliphatic or aromatic amines to the activated matrix.
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Alternatively, DLL4 can be used to coat the wells of adsorption plates, expressed on
host cells affixed to adsorption plates or used in %:el[ sorting, or conjug'aled to biotin for
capture with streptavidin-coated beads, or used in any other art-known method for panning
phage display libraries.

The phage library samples are contacted with immobilized DLL4 under conditions
suitabie for binding of at least a portion ofﬂw pﬁlage particles with the adsorbent.

Normally, the conditions, including pH, ionic strength, temperature and the like arc selccted

to mimic physiological conditions. The phages bound to the solid phasc arc washed and

then eluted by acid, ¢.g. as described in Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88: 7978-
7982 (1991), or by alkali, c.g. as described in Mérks etal., ]. Mol. Biol,, 222: 381-597
(1991), or by DLL4 antigen competition, e.g. in zIL procedure similar to the antigen
competition mcthod of Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). Phages can be
enriched 20-1,000-fold in a single round of sclection. Moreover, the enriched phages can
be grown in bacterial culturc and subjecied to Furither rounds of selection.

The efficiency of selection depends on many factors, including the kinetics of
dissqciation during washing, and whether multipll‘lc antibody fragments. an a single phage
can simultaneously engage with antigen. Antibodies with fast dissociation kinetics (and
weak binding affinities) can be retained by use of short washes, multivalent phage display
and high coating density of antigen in solid vphasc‘, The high density not only stabilizes the
phage through multivalent interactions, but favors rebinding of phage that has dissociated.
The selection of antibodies with slow dissociutiont kinetics (and good binding affinities) can
be promoted by use of long washes and monovalent phage display as described in Bass ot
al., Proteins, 8: 309-314 (1990) and in WO 92/09690, and a [ow coating density of antigen
as described in Marks ct al., Biotechnol., 10: 779-783 (1992).

It is possible to select between phage antibodies of different affinities, even with
affinities that differ slightly, for DLLA. H’owevcr,; random mutation of a selected antibody
(c.g. as performed in some of the affinity maturation techniques described above) is likely
to give rise to many mutants, most binding to anti!gen, and a few with higher affinity. With
limiting DLL4, rare high affinity phage could be competed out. To retalin atl the higher
affinity mutants, phages can be incubated with excess biotinylated DLL4, but with the
biotinylated DLL4 at a concentration of lower mollarity than the target molar affinity
constant for DLL4. The high affinity-binding phagi;es can then be captured by streptavidin-
coated paramagnctic beads. Such "equilibrium capture” allows the antibodies to be sclecled

according to their affinitics of binding, with sensitivity that permils isolation of mutant
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clones with as little as two-fold higher affinity from a great cxccss of phages with lower
affinity. Conditions used in washing phages bound to a solid phase can also be manipulated
to discriminate on the basis of dissociation kinetics. _

Anti-DLL4 clones may be activity selected. In one embodiment, the invention

provides anti-DLL4 antibodies that block the binding between a Notch receptor (such as

Notchl, Notch2, Notch3 and/or Notch4) and DLL4, but do not block the binding between a

Notch receptor and a second protein. Fv clones corresponding to such anti-D1L1L4
antibodics can be sclected by (1) isolating anti-DLL4 cloncs from a phage library as
described above, and optionally amplifying the isolated population of bhagc clones by
growing up the po:plulation in a suitable bacterial host; (2) selecting DL1L4 and a sccond
protein against which blocking and non-blocking activity, respectively, is desired; (3)
adsorbing the anti-DLL4 phage cloncs to immobilized DLL4; (4) using an excess of the
second protein to elute any undesired clones that recognize DLL4-binding determinants
which overlap or arc shared with the binding determinants of the second protein; and (5)
cluting the clones which remain adsorbed following step (4). Optionally, clones with the
desired blocking/non-blocking properties can be further enriched by repeating the sclection
procedures described herein one or more times.

DNA encoding the hybridoma-derived monoclonal antibodies or phage display Fv
clones is readily isblatcd and sequenced using conventional procedures (c.g. by using

oligonucleotide primers designed to specifically amplify the heavy and light chain coding

.regions of interest from hybridoma or phage DNA template). Once isolated, the DNA can

be placed into expression vectors, which are then transfected into host cells such as E. coli
cells, simian COS cells, Chinese hamster ovary (CHOQ) cells, or myeloma cells that do not
otherwise produce immunoglobulin protein, to obtain the synthesis of the desired
monoclonal antibodies in the recombinant host cells. Review articies on recombinant
expression in bacteria of antibody-encoding DNA include Skerra et al., Curr. Opinion in
Immunol., 5: 256 (1993) and Pluckthun, Immunol. Revs, 130: 151 (1992).

DNA encoding the Fv clones can be combined with known DNA sequences
cncoding heavy chain and/or light chain constant regions (e.g. the appropriate DNA
sequences can be obtained from Kabat ¢t al., supra) to form clones encoding full or partial
iength heavy and/or light chains. It will be appreciated that constant regions of any isotype
can be used for this purposc, including 1gG, IgM, 1gA, 1gD, and I1gE constant rcgions, and
that such conslant regions can be obtained from any human or animal species. A Fv clone

derived from the variable domain DNA of one animal (such as human) species and then
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fuscd to constant region DMA of another animal species to form coding sequence(s) for
"hybrid", full length heavy chain and/or light chain is included in the definition of
"chimeric" and "hybrid” antibody as used hercin. In a preferred embodiment, a Fv clone
derived from human variable DNA is fused to human constant region DNA to form coding
sequence(s) for an hwman, full or partial length heavy and/or light chains.

DNA encoding anti-DLL4 antibody derived from a hybridoma can also be modificd,
for example, by substituting the coding sequence for human heavy- and light-chain constant
domains in place of homologous murine sequences derived from the hybridoma clone (c.g.
as in the method of Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)).
DNA encoding a hybridoma or Fv clone-derived antibody or fragment can be further
modified by covalently joining to the immunoglobulin coding sequence all or part of the
coding sequence for a non-immuneglobulin polypeptide. In this manner, "chimeric” or
"hybrid" antibodics are prepared that have the binding specificity of the Fv clone or
hvybridoma clone-derived antibodies.

Antibody Fragments

The present invention cncompasses antibody fragments. In certain.circumstances
therc are advantages of using antibody fragments, rather than whole antibodies. The smailer
size of the fragments allows for rapid clearance, and may lead to improved access 1o solid
tumors. |

Various techniques have been developed for the production of antibody fragments.
Traditionally, these fragments were derived via proteolytic digestion of intact antibodics
(sec, c.g., Morimoto et al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117
(1992); and Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). However, these fragments can now be
produced directly by recombinant host cells. Fab, Fv and ScFv antibody fragments can afl
be expressed in and secreted from E. coli, thus allowing the facile production of large

amounts of these fragments. Antibody fragments can be isolated from the antibody phage

- libraries discussed above. Alteratively, Fab'-SH fragments can be dircetly recovered from

E. coli and chemically coupled to form F(ab'), fragments (Carter et al ., Bio/chlmology
10:163-167 (1992)). According to another approach, F(ab'), fragments can be isolated
dircctly from recombinant host cell culture. Fab and F(ab", frapment with increased in vivo
half-life comprising a salvage receptor binding epitope residucs arc described in U.S. Pat..
No. 5,869,046. Other techniques for the production of antibody fragments will be apparcnt
to the skilled practitioner. In other embodiments, the antibody of choice is a single chain Fv

fragment (scFv). See WO 93/16185; U.S. Pat. Nos. 5,571,894; and 5,587,458. Fv and sFv
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arc the only species with intact combining sites that are devoid of constant regions; thus,
they arc suitable for reduced nonspecific binding during in vivo use. sFv fusion proteins
may be constnucted to yield fusion of an effector protein at cither the amino or the carboxy
terminus of an sFv. Sce Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, supra. The antibody
fragment may also be a "lincar antibody", e.g., as described in U.S. Pat. No. 5,641,870 for
example. Such linear antibody fragments may be monospecific or bispecific.

Humanized Antibodies

The present invention encompasses humanized antibodies., Various methods for
humanizing non-human antibodies arc known in the art. For exampte, a humanized
antibody can havc one or more amino acid residuces introduced into it from a source which
is non-human. These non-buman amino acid residues arc often referred to as "import”
residucs, which arc typically taken from an "import” variable domain. Flumanization can be
essentially performed following the method of Winter and co-workers (Jones ct al. (1986)
Nature 321:522-525; Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen ct al. (1988)
Science 239:1534-1536), by substituting hypervariable region sequences for the
corresponding sequences of a human antibody. Accordingly, such "humanized" antibodies
are chimeric antibodies (U.5. Patent No. 4,816,567) whercin Substantiélly less than an intact
human variable domain has been substituted by the corresponding sequence from a non-
human species. In practice, humanized antibodies are typically human antibodies in which
some hypervariable region residues and possibly some FR tesiducs are substituted by
residues from analogous sites in rodent antibodies.

The choice of human variable domains, both light and heavy, to be used in making

the humanized antibodies is very important to reduce antigenicity. According to the so-

called "best-fit" method, the sequence of the variable domain of a rodent antibody is
screened against the entire library of known human variable-domain sequences. The human
sequence which is closest to that of the rodent is then accepted as the human framework for
the humanized a'mi‘body (Sims ct al. (1993) 1. Immunol. 151:2296, Ch'othia ct al. (1987) J.
Mol. Biol. 196:901. Another method uses a particular framework derived from the
consensus sequence of all human antibodies of a particular subgroup of light or heavy
chains. The same framework may be used for several different humanized antibodies
(Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta ct al. (1993) J. Immunol.,
151:2623.

It is further important that antibodies be humanized with retention of high affinity

for the antigen and other favorable biological properties. To achicve this goal, according to
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one method, humanized antibodies arc prepared by a process of analysis of the parental
sequences and various conceptual humanized products using three-dimensional models of
the parental and humanized sequences. Three-dimensional immunoglobulin models arc
commonly avatlable and are familiar to those skilled in the art. Computer programs are
availabte which illustrate and display probable thrce-dimensional conformational structurcs
of sclected candidate immuﬁoglobulin sequences. Inspection of these displays permits
analysis of the likely role of the residues in the functioning of the candidate
immunoglobulin sequence, i.c., the analysis of residucs that influcnce the ability of the
candidate immunoglobulin to bind its antigen. In this way, FR residues can be selected und
combined from the recipient and import sequences so that the desired antibody
characteristic, such as increased affinity for the target antigen(s), is achieved. In gencral,
the hypervariable region residues are directly and most substantially involved in influencing
antigen binding.

Human antibodies

Human anti-DLL4 antibodies can be constructed by combining Fv clone variable

domain sequence(s) selected from human-derived phage display libraries with known

human constant domain sequences(s) as described above. Alternatively, human monoclonal

ant1-DLL4 antibodies can be made by the hybridoma method. Human myeloma and mousc-
human heteromyeloma cell lines for the production of human monoclonal antibodies have
been described, for example, by Kozbor J. Tmmunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al.,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker,
Inc., New York, 1987); and Boemer ct al., J. Immunol., 147: 86 (1991).

It is now possible to produce transgenic animals (¢.g. mice) that are capable, upon
immunization, of producing a full repertoire of human antibodies in the absence of
endogenous immunoglobulin production. For example, it has been dcscr-ibed that the
homozygous deletion of the antibody heavy-chain joining region (JH) genc in chimeric and
germ-line mutant mice resulls in complete inhibition of endogenous antibody production.
Transfer of the human germ-line immunoglobulin gene array in such germ-line mutant mice
will result in the prodﬁction of human antibodies upon antigen challenge. Sec, c.g.,
Jakobovits et al,, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90: 2551 (1993), Jakobovits et al., Nature,
362: 255 (1993), Bruggermanu et al., Year in Immunol., 7: 33 (1993).

Gene shuffling can also be used to derive human antibodies from non-human, ¢.g.

rodent, antibodies, where the human antibody has similar affinities and specificities fo the

- starting non-human antibody. According to this method, which is alsa called "epitope
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imprinting”, cither the heavy or light chain variable region of a non-human antibody
fragment obtained by phage display techniques as described above is replaced with a
rcpcﬁ»oire of human V domain genes, creating a population of nen-human chain/human
chain scFv or Fab chimeras. Selection with antigen results in isolation of a non-human
chain/human chain chimeric scFv or Fab wherein the human chain restores the antigen
binding site destroyed upon removal of the corresponding non-human chain in the primary
phage display clone, i.¢. the cpitope governs (imprints) the choice of the human chain
partner. When the process 1s repeated in order to replace the remaining non-human chain, a

human antibody is obtained (sce PCT WO 93/06213 published April 1, 1993). Unlike

~ traditional humanization of non-human antibodics by CDR grafting, this technique provides

completely human antibodies, which have no FR or CDR residues of non-human origin.

Bispecific Antibodies

Bispecific antibodies are monoclonal, preferably human or humanized, antibodics
that have binding specificities for at least two different antigens. In the present case, one of
the binding speciﬁcitic‘s 18 for DLL4 and the other 1s for any other antigen. Excmplary
bispecific antibodies may bind to two different epitopes of the DLL4 protein. Bispecific
antibodies may also be used to localize cytotoxic agents to cells which express DLL4.
Thesce antibodies possess an DL1.4-binding arm and an arm which binds the cytotoxic agent
(e.g. saporin, anti-interfcron-a, vinca alkaloid, ricin A éhain, mcthotrc;mtc or radioactive
isotope hapten). Bispecific antibodies can be prepared as full length antibodies or antibody
fragments (¢.g. F(ab")2 bispecific antibodies).

Methods for making bispccific antibodies arc known in the art. Traditionally, the
recombinant production of bispecific antibodics is based on the co-cxpression of two
immunoglobulin heavy chain-light chain pairs, where the two hcavy chains have different
specificities (Milstein and Cuello, Nature, 305: 537 (1983)). Because of the random
assortment of immunoglobulin heavy and light chains, these hybridomas (quadromas)
produce a potential mixture of 10 different antibody molecules, of which only one has the
correct bispecific structure. The purification of the correct molecule, which is usually done
by affinity chromatography steps, is rather cumbersome, and the product yields are low.
Similar procedures are disclosed in WO 93/08829 published May 13, 1993, and in
Traunccker ct al., EMBO J,, 10: 3655 (1991).

According to a different and more preferred approach, antibody variable domains
with the desired binding specificities (antibody-antigen combining sites) are fused to

immunoglobulin constant domain sequences. The fusion preferably is with an
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immunoglobulin hcavy chain constant domain, comprising at lcast part of the hinge, CH2,
and CH3 regions. It is preferred to have the first heavy-chain constant region (CH1),
containing the site nccessary for light chain binding, present in at least one of the fusions.
DNAs encoding the immunoglobulin heavy chain fusions and, if desired, the
immuneglobulin light chain, are inserted into separate expression vectors, and arc co-
trans{ccted into a suitable host organism. This provides for great flexibility in adjusting the
mutual proportions of the three polypeptide fragments in embodiments when uncqual ratios
of the three polypeptide chains used in the construction provide the optimum yiclds. 1t is,
however, possible to inscrt the coding sequences for two or all three polypeptide chaing in
one expression vector when the cxpression of at lcast two polypeptide chains in equal ratios
results in high yields or when the ratios arc of no patticular significance.

In a preferred embodiment of this approach, the bispecific antibodics arc composcd
of a hybrid immunoglobulin hecavy chain with a first binding specificity in one arm, and a
hybrid immunoglobulin heavy chain-light chain pair (providing a second binding
specificity) in the other arm. It was found that this asymmetric structure facilitates the
separation of the desired bispecific compound from unwanted immunoglobulin chain
combinations, as the presence of an immunogiobulin light chain in only onc half of the
bispecific molecule provides for a facile way of separation. This approach is disclosed in
WO 94/04690. For further details of generating bispecific antibodies sce, for example,
Suresh et al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

According to another approach, the interface between a pair of antibody molecules
can be engineered to maximize the percentage of heterodimers which are recovered from
recombinant cell culture. The preferred interface comprises at least a part of the CH3
domain of an antibody constant domain. In this method, onc or more smali amino acid side
chains from the interface of the first antibody molecule are replaced with larger side chains
(e.g. tyrosine or tryptophan). Compensatory "cavities” of identical or similar sizc to the
targe side chain(s) are created on the interface of the sccond antibody molecule by replacing
large amino acid side chains with smaller ones (e.g. alanine or threonine). This provides a
mechanism for increasing the yield of the heterodimer over other unwanted end-products

such as homodimers.

Bispecific antibodics include cross-linked or "heteroconjugate” antibodics. For

~cxample, one of the antibodics in the heteroconjugate can be coupled to avidin, the other to

biotin. Such antibodies have, for example, been proposed to target immune system cells to

unwanted cells (US Patent No. 4,676,980), and for treatment of HIV infection (WO
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91/00360, WO 92/00373, and EP 03089). Heteroconjugale antibodies may be made using

. any convenient cross-linking methods. Suitable cross-linking agents are well known in the

art, and arc disclosed in US Patent No. 4,676,980, along with a number of cross-linking
techniques.

Techniques for generating bispecific antibodies from antibody fragments have also
been described in the literature. For example, bispecific antibodies can be prepared using
chemical linkage. Brennan et al., Science, 229: 81 (1985) describe a procedure wherein
infact antibodies arc proteolytically cleaved to gcncratc F(ab"2 fragments. These fragments
are reduced in the presence of the dithiol complexing agent sodium arsenite to stabilize
vicinal dithiols and prevent intermolecular disulfide formation. The Fab’ fragments
generated are then converted to thionitrobenzoate (TNB) derivatives. One of the Fab-TNB
derivatives is then reconverted to the Fab'-thiol by reduction with mercaptocthylamine and
is mixed \ﬁth an equimolar amount of the other Fab'-TNB derivative to form the bispecific
antibody. The bispecific antibodies produced can be used as agents for the sclective
immobilization of cnzymes.

Recent progress has facilitated the direct recovery of Fab'-SH fragments from E.
coli, which can be chemically coupled to form bispecific antibodies. Shalaby et al., J. Exp.
Med., 175: 217-225 (1992) describe the production of a fully humanized bispecific antibody
F(ab")2 molecule. Each Fab' fragment was separately secreted from E. coli and subjceted to
directed chemical coupling in vitro to form the bispecific antibody. The bispecific antibody
thus formed was able to bind to cells overexpressing the HER2 receptor and normal human
T celis, as well as trigger the ytic activity of human cylotoxic lymphocytes against human
breast tumor targets.

Various techniques for making and isolating bispecific antibody fragments directly

from recombinant cell culture have also been described. For example, bispecific antibodies

“have been produced using leucine zippers. Kostelny ct al,, J. Immunol., 148(5):1547-1553

(1992). The leucine zipper peptides from the Fos and Jun proteins were linked to the Fab'
portions of two different antibodies by gene fusion. The antibody homodimers were
reduced at the hinge region to form moﬁomcrs and then re-oxidized to form the antibody
heterodimers. This method can also be utilized for the production of antibody homodimers.
The "diabody" tcchnology described by Hollinger et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90.6444-6448 (1993) has provided an alternative mechanism for making bispccific antibody
fragments. The fragments comprise a heavy-chain variable domain (VH) connected to a

light-chain variable domain (VL) by a linker which is too short to allow pairing between the
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two domains on the same chain. Accordingly, the VH and VL domains of one fragment arc
forced to pair with the complementary VL and VH domains of another fragment, thereby
forming two antigen-binding sites. Another strategy for making bispecific antibody
fragments by the use of single-chain Fv (sFv) dimers has also been reported. Sce Gruber et
al,, J. ITmmunol., 152:5368 (1994).

Antibodies with more than two valencies are contemplated. For example, trispcciiﬂc
antibodies can be prepared. Tutt ct al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

Multivalent Antibodies

A multivalent antibody may be internalized (and/or catabolized) [aster than a
bivalent antibody by a cell expressing an antigen to which the antibodies bind. The
antibodics of the present invention can be multivalent antibodies (which are other than of
the IgM class) with three or more antigen binding sites (e.g. tctravalent antibodies), which
can be readily produced by recombinant expression of nucleic acid encoding the
polypeptide chains of the antibody. The multivalent antibody can comprise a dimerization
domain and threc or more antigen binding sites. The preferred dimerization domain
comprises (or consists of) an Fc region or a hinge region. In this scenario, the antibody will
comprise an Fc region and three or more antigen binding sites amino-terminal to the Fe
region. The preferred multivalent antibody herein comprises (cr consists of) three to about

cight, but preferably four, antigen binding sites. The multivalent antibody compriscs at lcast

one polypeptide chain (and preferably two polypeptide chains), wherein the polypeptide

chain(s) comprise two or morc variable domains. For instance, the polypeptide chain(s) may
comprise VDI-(X1n -VD2-(X2)n -Fe, wherein VD1 is a {irst variablc domain, VD2 is a
second variable domain, Fc is one polypeptide chain of an Fc region, X1 and X2 represent
an amino acid or polypeptide, and nis 0 or 1. For instance, the polypeptide chain(s) may
comprise: VH-CH I-flexible linker-VH-CH 1-Fc region chain; or VH-CH1-VH-CH I-F¢
region chain. The muitivalent antibody herein preferably further comprises at least two (and
preferably four) light chain variable domain polypeptides. The multivalent antibody hercin
may, for instance, comprise from aboul two to about eight light chain variable domain
polypeptides. The light chain variable domain pdlypcptidcs contemplated here comprisc a
tight chain variable domain and, aptionally, further comprise a CL domain.

Antibody Variants

In some embodiments, amino acid sequence modification(s) of the antibodics
described herein are contemplated. For example, it may be desirable to improve the binding

affinity and/or other biological properties of the antibody. Amino acid sequence variants of
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thc antibody are prepared by introducing appropriélc nucleotide changes into the antibody
nucleic acid, or by peptide synthesis. Such modifications include, for example, deletions
from, and/or insertions into and/or substitutions of] residues within the amino acid
sequences of the antibody. Any combination of delction, insertion, and substitution is made
to arrive at the final construct, provided that the final construct possesses the desired
characteristics. The amino acid alterations may be introduced in the subject antibody amino
acid sequence at the time that sequence is made.

A uscful method for identification of certain residues or regions of the antibody that
are preferred locations for mutagenesis 1§ called "alanine scanning mutagenesis” as
described by Cunningham and Wells (1989) Science, 244:1081-1085. Here, a residue or
group of target residues are identified (e.g., charged residues such as arg, asp, his, lys, and
glu) and replaced by a ncutral or negatively charged amino acid (most preferably alanine or
polyalanine) to affect the intcraction of the amino acids with antigen. Those amino acid
locations demonstrating functional sensitivity to the substitutions then are refined by
introducing further or other variants at, ar for, the sites of substitution. Thus, while the site
for introducing an amino acid sequence variation is predetermined, the nature of the
mutation per s¢ need not be predetermined. For example, to analyze the performance of a
mutation at 4 given site, ala scanning or random mutagenesis is conducted at the target
codon or region and the expressed immunoglobulins are screened for the desived activity.

Amino acid scquence insertions include amino- and/or carboxyl-terminal fusions
ranging in length from one residue to polypeptides containing a hundred or more residucs,
as well as intragequence insc:l‘ﬁons of single or multiple amino acid residucs. Examples of
terminal insertions include an antibody with an N-terminal methiony! residue or the
antibody fused to a cytotoxic polypeptide. Other insertional variants of the antibody
molecule include the fusion to the N- or C-terminus of the antibody to an enzyme (e.g. for
ADEPT) or a polypeptide which increases the serum half-life of the antibody.

Glycosylation of polypeptides is typically cither N-linked or O-linked. N-tinked
refers to the attachment of the carbohydrate moiety to the side chain of an asparagine
residue. The tripeptide sequences asparagine-X-serine and asparagine-X-thrconine, where
Xis any amino acid except proline, are the recognition sequences for enzymaltic attachment
of the carbohydrate moicty to the asparagine side chain. Thus, the presence of cither of
these tripeptide sequences in a polypeptide creates a potential glycosylation site. O-linked

glycosylation refers to the attachment of one of the sugars N-aceylgalactosamine, galactose,
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or xylose to a hydroxyamino acid, most commonly scrine or threconine, although 5-
hydroxyproline or 5-hydroxylysine may also be used.

Addition of glycosylation sites to the antibody is conveniently accomplished by
altering the amino acid sequence such that it contains one or more of the above-described
tripeptide sequences (for N-linked glycosylation sites). The altcration may also be made by
the addition of, or substitution by, one or more serine or threonine residues to the sequence
of the original antibody (for O-linked glycosylation sites).

Where the antibody compriscs an Fc region, the carbohydrate attached thereto may
be altered. For example, antibodies with a mature carbohydrate structure that lacks fucose
attached to an Fe region of the antibody are described in US Pat Appl No US 2003/0157108
(Presta, L.). See also US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Antibodics with
a bisccting N-acetylglucosamine (GlcNAC) in the carbohydrate attached to an Fe region of
the antibody arc referenced in WO 2003/011878, Jcan-Mairet ¢t al. and US Patent No.
6,602,684, Umana et al. Antibodies with at least onc galactose residue in the
oligosaccharide attached to an Fc region of the antibody are reported in WO 1997/30087,
Patel et al. Sce, also, WO 1998/58964 (Raju, S.) and WO 1999/22764 (Raju, S.) concerning
antibodies with altered carbohydrate attached to the Fe region thereof. Sec also US
2005/0123546 (Umana et al.) on antigen-binding molecules with modificd glycosylation.

The preferred glycosylation variant herein comprises an Fc regiou, whercin a
carbohydrate structure attached to the Fc region lacks fucose. Such variants have improved
ADCC function. Optionally, the Fe region further comprises one or more amino acid
sﬁbstilutions therein which further improve ADCC, for cxample, substitutions at posilions
298,333, and/or 334 of the Fc region (Eu numbering of residucs). Examples of
publicatioﬁs rclated to “defucosylated” or “fucose-deficient” antibodies include: US
2003/0157108; WO 2000/61739;, WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328;
US 2004/0093621; US 2004/0132140, US 2004/0110704; US 2004/0110282; US
2004/0109865; WO 2003/0351 19; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778;
WQ2005/053742; Okazaki et al. J. Mol. Biol, 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki ct al.
Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Examples of cell lines pf'OdUCing defucosylated
antibodies include Lec13 CHO cells deficient in protein fucosyliation (Ripka et al. Arch.
Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986), US Pat Appl No US 2003/0157108 A1, Presta, L;
and WO 2004/056312 A1, Adams ct al., especially at Example 11), and kuockout cell lines,
such as alpha-1,6-fucosyliransferase gene, FUTS8, knockout CHO cells (Y amanc-Ohnuki et
al. Biotech. Biocng. 87: 614 (2004)).
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Another type of variant is an amino acid substitution vartant. These vananis have at
least onc amino acid residue in the antibody molecule replaced by a different residuc. The
sites of greatest interest for substitutional mutagenesis include the hypervariable regions,
but FR alterations arc also contemplated. Conservative substitutions arc shown in Table 2
under the heading of "preferred substitutions”. 1f such substitutions result in a change in
biological activity, then more substantial changes, denominated "exemplary substitutions”
in Table 2, or as further described below in reference to amino acid clésses, may be

introduced and the products screened.
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Table 2
Oripinal Exempiary Preferred
Residue Substitutions Substituti
ons
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; Gin; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) ' ' B Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) . Asn; Glu ' Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg ] Arg
lle () Leu; Val; Met; Ala; Leu
Phe; Norleucine '
‘Leu (L) Norleucing; lle;, Val, lle
Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg; Gin; Asn _ . Arg
Met (M) Leu; Phe; lle . Leu
Phe (F) Tip; Leu;.Va]; He; Ala; Tyr Tyr
Pra (P) Ala : Ala
Ser (8) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser , Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser ‘ . Phe
Val (V) le; Leu, Met; Phe; Leu
Ala; Norleucine

Substantial modifications in the biological properties of the antibody are
accomplished by selecting substitutions that differ significantly in their effect on
5 maintaining (a) the structure of the polypeptide backbone in the area of the substitution, f{or

cxample, as a shéet or helical conformation, (b) the charge or hydrophobicity of the
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molccule al the target site, or (¢) the bulk of the side chain. Naturally occurring residucs are
divided into groups based on common side-chain properties:

(1) hydrophobic: norleucine, met, ala, val, leu, ile;

(2) neutral hydrophilic: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) acidic: asp, glu;

(4) basic: his, lys, arg;

(5) residues that influence chain orientation: gly, pro; and

' (6) aromatic: trp, tyr, phe.

Non-conservative substitutions will entail exchanging a member of onc of these
classcs for another class.

One type of subslitutiona.l variant involves substituting ane or more hypervariable
region residues of a parent antibody {(e.g. a humanized or human antibody). Generally, the
resulting variant(s) selected for further devclopment will have improved biological
properties relative to the parent antibody from which they are gencrated. A convenient way
for generating such substitutional variants involves affinity maturation using phage display.
Briefly, several hypervariable region sites (c.g. 6-7 sites) are mutated to generate all
possible amino acid substitutions at ¢ach site. The antibodics thus gencrated are displayed
from {ilamentous phage Iz‘aartic-les as fusions to the gene 111 product of M13 packaged within
cach particle. The phage-displayed variants arc then screened for their biological uctivity
(e.g. bi‘nding affinity) as herein disclosed. In order to identify candidate hypervariable
region sites for modification, alanine scanning mutagenesis can be performed to identify
hypecrvariable region residues contributing significantly to antigen binding. Altcrnalively,
or additionally, it may be beneficial to analyze a crystal structure of the antigen-antibody
complex to identify contact points between the antibody and antigen. Such contact residuces
and neighboring tesidues are candidates for substitution according to the techniques
claborated herein. Once such variants are gencrated, the panel of variants is subjected to
screening as described herein and antibodies with superior prapertics i onc or more
relevant assays may be selected for further development.

Nucleic acid molecules encoding amino acid sequence variants of the antibody are
prepared by a variety of methods known in the art. These methods include, but are not
limited to, 1solation from a natural source (in the casc of naturally occurring amino acid
sequeiice variants) or preparation by oligonucleotide-mediated (or site-dirccted)
mutagenesis, PCR mutagenesis, and cassetie mutagenesis of an catlier prepared variant or a

non-variant version of the antibody.
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It may be desirable to introduce one or more amineo acid modifications i an Fe
region of the immunoglobulin polypeptides, thereby generating a Fe region variant. The Fc
region variant may comprise a human Fc region sequence (e.g., a human 1gG, 18Gs, 18Gs
or IgGy Fe region) comprising un amino acid modification (c.g. a subsiitution) at one or
more amino acid positions including that of a hinge cysteine.

In accordance with this description and the teachings of the art, it is contemplated
that in some cmbodiments, an antibody used in methods may comprise one or more
alterations as compared to the wild type counterpart antibody, ¢.g. in the Fc region. Thesc
antibodies would nonctheless retain substantially the same characteristics required for
therapeutic utility as compared to their wild type counterpart. Tor cxample, it is thought
that certain alterations can be made in the Fc region that would result in altered {i.¢., cither
improved or dimintshed) Clq binding and/or Complement Dependent Cytotoxicity (CDC), |
c.g., as described in W099/51642. Sec also Duncan & Winter Naturg 322:738-40 (1988);
US Patent No. 5,6_48,260; US Patent No. 5,624,821; and WQ94/29351 concerning other
cxamples of Fc rcgion variants, W0O00/42072 (Presta) and WO 2004/0563 12 (Lowman)

describe antibody variants with improved or diminished binding to FcRs. The content of

- these patent publications are specifically incorporated herein by reference. See, also,

Shields et al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001). Antibodics with increased half lives
and improved binding to the neonatal Fe receptor (FcRn), which is responsible for the
transfer of maternal I1gGs to the fetus (Guyer et al,, J. Immunol. 117:587 (1976) and Kim et
al., J. Immunol. 24:249 (1994)), arc described in US2005/0014934A1 (Hinton et al.}. These
antibodics comprise an Fc reg on with one or morc substitutions therein which improve
binding of the Fc region to FcRn. Polypeptide variants with altered Fc region amino acid
sequences and increased or decreased Clq binding capability are described in US patent No.
6,194,551B1, W0Q99/51642. The contents of those patent publications are specifically

incorporated herein by reference. See, also, Idusogic et al. J. Immunol. 164: 4178-4 184
(2000).

Antibody Derivatives

The antibodies can be further modificd to contain additional nonproteinaceous
moictics that are known in the art and readily available, Preferably, the moietics suitable
for derivatization of the antibody arc water soluble polymers, Non-limiting cxamples of
water soluble polymers include, but are not limited ‘.to, polyethylenc glycol (PEG),
copolymers of ethylene glycol/propylene glycol, Carboxymethylccllulolse, dextran,

polyvinyl alcohol, polyvinyl pyrrolidone, poly-1, 3-dioxolane, poly-1,3,6-trioxane,
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cthylene/maleic anhydride copolymer, polyaminoacids (either homopolymers or random
copolymers), and dextran or poly(n-vinyl pyrrolidone)polyethylene glycol, propropylene
glycol homopolymers, prolypropylenc oxide/ethylene oxide co-polymers, polyoxycthylated
palyols (e.g., glycerol), polyvinyl alcohol, and mixtures thereof. Polyethytene glycot
propionaldehyde may have advantages in manufacturing due to its stability in water. The

polymer may be of any molecular weight, and may be branched or unbranched. The

number of polymers attached to the antibody may vary, and if more than one polymers arc

attached, they can be the same or different molecules. In general, the number and/or type of

polymers uscd for derivatization can be determined based on considerations including, but

ot limited to, the particular propertics or functions of the antibody to be improved, whether

. the antibody derivalive will be used in a therapy under defined conditions, etc,

Screening for antibodies with desired properties

The antibodies can be characterized for their physical/chemical properties and
biological functions by various assays known in the arl. In some embodiments, antibodies
arc characterized for any one or more of binding to DLL4, reduction or blocking of Notch
receptor activation, reduction or blocking of Notch receptor downstream molecular
signaling, disruption or blocking of Notch receptor binding to DLL4,V- and/or promotion of
endothelial cell proliferation, and/or inhibition of endothelial cell differentiation, and/or
inhibition of arterial diffcrentiation, and/or inhibition of tumor vascular perfusion, and/or
treatment and/or prevention of a tumor, cell proliferative disorder or a cancer; and/or
treatment or prevention of a disorder associated with DLL4 expression and/or activity
and/or trcatment or prevention of a disorder associated with Notch receplor expression
and/or activity.

The purified antibodics can be further characterized by a series of assays including,
but not imited to, N-terminal sequencing, amino acid analysis, non-denaturing size
exclusion high pressure hiquid chromatography (HPLC), mass specﬁ‘omctry, ion exchange
chromatography and papain digestion.

In certain embodiments of the invention, the antibodies produced herein are
analyzed for their biological activity. In some embodiments, the antibodics of the present
invention are tested for their antigen binding activity, The antigen binding assays that arc
known in the art and can be used herein include without limitation any dircct or competitive
binding assays using techniqucs such as western blots, radioimmunoassays, ELISA (cnzyme

linked immunosorbent assay), “sandwich” immunoassays, immunoprecipitation assays,
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fluorcscent immunoassays, and protein A immunoassays. Hlustrative antigen binding assay
are provided below in the Examples scction.
Anti-DLL4 antibodies possessing the unique properties described herein can be

obtained by screening anti-DLL4 hybridoma clones for the desired properties by any

convenient method, some of which are described and exemplified hercin, For example, if

an anti-DLL4 monoclonal antibody that blocks or does not block the binding of Notch
receptors to DLL4 is desired, the candidate antibody can be tested in a binding competition
assay, such as a competitive binding ELISA, wherein plate wells are coated with DLIL4, and
a solution of antibody in an excess of the Notch receptor of interest is layered onto the
coated plates, and bound antibody is detected enzymatically, e.g. contacting the bound
antibody with HRP-conjugated anti-Ig antibody or biotinylated anti-[g antibody and
developing the HRP color reaction., e.g. by developing plates with streptavidin-HRP and/or
hydrogen peroxide and detecting the HRP color reaction by spectrophotometry at 490 nm
with an ELISA plate reader. .

In one embodiment, the antibody is an altered antibody that possesses some but not
all effector functions, which make it a desired candidate for many applications in which the
half life of the antibody in vive is important yet certain effector functions (such as
complement and ADCC) are unnecessary or delelerious. In certain embodiments, the Fc
activities of the produced immunoglobulin arc measured (o ensure that only the desired
properties are maintained. In vitro and/or in vivo cytotoxicity assays can be conducted to
confirm the reduction/depletion of CDC and/or ADCC activities, For example, Fc receptor
(FeR) binding assays can be conducted to ensure that the antibody lacks FeyR binding
(hence likely facking ADCC activity), but retains FeRn binding ability, The primary cclls
for mediating ADCC, NK cells, express FeyRIIl only, whereas monocytes express FeyRI,
FecyRITand FeyRITTL FcR expression on hematopoietic cells is summarized in Table 3 on
page 464 of Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). An example of an
in vitro assay to asscss ADCC activity of a molecule of intcrest is described in US Patent
No. 5,500,362 or 5,821,337, Useful effector cells for such assays include peripheral blood
mononuclear cclls (PBMC) and Natural Killer (NK) cells. Altematively, or additionally,
ADCC activity of the molecuic of interest may be asscssed in vivo, c.g., in a animal model
such as that disclosed in Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998). Clq binding assays

may also be carricd out to confirm that the antibody is unablc to bind C1q and hence lacks

'CDC activity. To assess complement activation, a CDC assay, e.g. as described in
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Gazzano-Santoro et al., J. Tmmunol. Mecthods 202:163 (1996), may be performed. FcRn
binding and in vivo clearance/half life determinations can also be performed using methods
known in the art, e.g. thosc described in the Examples section,

Vectors, Host Cells and Recombinant Methods

For recombinant production of an antibody, the nucleic acid encoding it‘is isolated
and inserted into a replicable vector for further cloning (amplification of the DNA) or for
expression. DNA encoding the antibody is readily isolated and sequenced using
conventional procedures (¢.g., by using oligonucleotide probes that arc capable of binding
specifically to genes encoding the heavy and light chaing of the antibody). Many vectors are
available. The choice of vector depends in part on the host cell to be used. Generally,
preferred host cells are of either prokaryotic or cukaryotic (generally mammalian) origin. 1t
will be appreciated that constant regions of any isotype can be used for this purpose,
including 1gG, IgM, IgA, 1gD, and IgE constani regions, and that such constant regions can
be obtained from any human or animal specics.

a. Generating antibodics using prokaryotic host cells:

1. Vector Construction

Polynucleotide sequences encoding polypeptide components of the antibody can be
obtained using staﬁdard recombinant fechniques. Desired polynucleotide sequences may be
isolated and scquenced from antibody producing cells such as hybridoma cells.
Alternatively, polynucleotides can be synthesized using nucleotide syﬁthcsizer or PCR
techniques. Once obtained, sequences encoding the polypeptides are inserted into a
rccombinant vector capable of replicating and expressing heterologous polynucleotides in
prokaryotic hosts. Many vectors that are available and known in the art can be used for the
purposc of the present invention. Sclection of an appropriate vector will depend mainly on

the size of the nucleic acids to be inserted into the vector and the particular host cell to be

transformed with the vector. Each vector contains various components, depending on its

function (amplification or expression of heterologous polynucleolide, or both) and its
compatibility with the particular host cell in which it resides. The vector components
generally include, but are not limited to: an origin of replication, a sclection marker genc, a
promoter, a ribosome binding site (RBS), a signal éequcnbe, the heterologous nucieic acid
inscrt and a transcription termination scquence,

In general, plasmid vectors containing replicon and control sequences which arc
derived from species’compatible with the host cell are used in connection with these hosts.

The vector ordinarily carries a replication site, as well as marking sequences which arc
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capablc of providing phenotypic selection in transformed cclis, For example, E. coli is
typically transformed using pBR322, a plasmid derived from an E. coli specics. p3R322
contains genes encoding ampicillin (Amp) and tetracycline (Tet) resistance and thus
provides easy means for identifying transformed cells. pBR322, its derivatives, or other
microbial plasmids or bacteriophage may also contain, or be modified to contain, promoters
which can be used by the microbial organism for expression ofendogcnous proteins,
Examples of pBR322 derivatives used for expression of particular antibodics arc described
in detail m Carter et al., U.S. Patent No. 5,648,237

In addition, phage vectors containing replicon and control sequences that are

“compatible with the host microorganism can be uscd as transforming vectors in conncction

with these hosts. For examplc, bacteriophage such as AGEM™-11 may be utilized in
making a recombinant vector which can be used to transform susceptible host cells such as
E. coli LE392.

The expression vector may comprise Lwo or more promoter-cistron pairs, encoding
cach of the polypeptide components. A promaoter is an untranslated regulatory sequence
located upstream (5') to a cistron that modulates its expression. Prokaryotic promoters
typically fall into two classes, inducible and constitutive. Inducible promoter is a promoter
that initiates increased levels of transcription of the cistron under its control in response to

changes in the culture condition, e.g. the presence or absence of a nutrient or a change in

temperature.

A large number of promoters recognized by a variety of potential host cells are well
known. The sclected promoter can be operably linked to cistron DNA encoding the light or
licavy chain by removing the promoter from the source DNA via restriction enzyme
digestion and inserting the isolated promoter sequence into the vector. Both the native
promoter scquence and many heterologous pramoters may be used to direct amplification
and/or expression of the target genes, In some embodiments, heterologous promoters are
utilized, as they generally permit greater transeription and higher yiclds of expressed target
géne as compared to the native target polypeptide promoter.

Promeoters suitable for use with prokaryotic hosts include the PhoA promoter, the B-
galactamase and lactose promoter systems, a tryptophan (trp) promoter system and hybrid
promoters such as the tac or the trc promoter. However, other }31’011‘[0'[61‘5 that are functional
in bacteria (such as other known bacterial or phage promoters) are suitable as well, Their

nucleotide scquences have been published, thereby enabling a skilled worker aperably to
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ligatc them to cistrons encoding the target light and heavy chains (Sicbenlist ct al. (1980)
Cell 20: 269) using linkers or adaptors to supply any required restriction sites.

In one aspect of the invention, each cistron within the recombinant vector compriscs
a secretion signal sequence component that directs translocation of the cxpressed
polypeptides across a membrane. In general, the signal scquence may be a component of
the vector, or it may be a part of the target polypeptide DNA that is inserted into the vector.
The signal sequence sclected for the purpose of this invention should be one that is
recognized and processed (i.c. cleaved by a signal peptidase) by the host ccll. For
prokaryotic host cells that do not recognize and process the signal sequences native to the
heterologous polypeptides, the signal sequence is substituted by a prokaryotic signal
sequence selgcted, for example, from the group consisting of the alkalinc phosphatase,
penicillinase, Ipp, or heat-stable enterotoxin 11 (STII) leaders, LamB, PhoE, PelB, OmpA

and MBP. In onc embodiment of the invention, the signal sequences used in both ¢istrons

“of the expression system arc STII signal sequences or variants thercof.

In another aspect, the production of the immunoglobulins according to the invention
can occur in the cytoplasm of the host cell, and therefore does not require the presence of
secrction signal sequences within each cistron. In that regard, immunoglobulin light and
heavy chains are expressed, folded and assembled to form functional immunoglobulins
within the cytoplasm. Certain host strains (e.g., the E. coli trxB- strains) provide cytoplasm
conditions that are favorable for disulfide bond formation, thereby permitting proper folding
and assembly of expressed protein subunits.  Proba and Pluckthun Gene, 159:203 (1995).

Prokaryotic host cclis suitable for expressing antibodics include Archacbacteria and
Eubacteria, such as Gram-negative or Gram-posilive organisms. Examples of uscful
bacteria include Escherichia (e.g., E. coli), Bacilli (c.g., B. subtilis), Entcrobacteria,
Pseudomonas species (e.g., P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia marcescans,
Klebsiclla, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, or Paracoccus. In one embodiment,
gram-ncgétive cells are used. In one embodiment, E. coli cells are used as hosts for the
invention. Examples of E. coli strains include strain W3110 (Bachmann, Cellular and
Molecular Biology, vol. 2 (Washington, D.C.. American Socicty for Microbiology, 1987),
pp. 1190-1219, ATCC Deposit No. 27,325) and derivatives thercof, including strain 33D3
having genotype W3110 AfhuA (AtonA) ptr3 lac 1q lacL8 AompTA(nmpe-fepE) degP4 ]
kanR (U.S. Pat. No. 5,639,635). Other strains and derivatives thercof, such as E. coli 294
(ATCC 31,446), E. coli B, E. colih 1776 (ATCC 31,537) and E. coli RV308(ATCC 31,608)
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are also suitable. These cxamples are illustrative rather than limiting. Methods for
constructing derivatives of any of the above-mentioned bacteria having defined genotypes
arc known in the art and described in, for example, Bass et al,, Proteins, 8:309-314 (1990).
It is generally necessary to select the appropriate bacteria taking into consideration
replicability of the replicon in the cells of a bacterium. Far example, E. coli, Serratia, or
Salmonella species can be suitably used as the host when well known plasmids such as
pBR322, pBR325, pACYCL77, or pKIN410 are used to supply the replicon. Typically the
host ccll should sceretc minimal amounts ofprotcoly{ic chzymes, and additional protcase
inhibitors may desirably be incorporated in the cell culture.

. Antibody Production

Hast cells are transformed with the above-described exprcssi'én vectors and cultured
in conventional nutrient media modified as appropriate for inducing promoters, selecting
transformants, or amplifying the genes encoding the desired scquences.

Transformation means introducing DNA into the prokaryotic host so that the DNA
is replicable, cither as an extrachromosomal element or by chromosomal integrant.
Depending on the host cell used, transformation is done using standard techniques
appropriate to such cells. The calcium trcatment employing calcium chloride is generally
used for bacterial cells that contain substantial ccll-wall barriers. Another method for
transformation employs palyethylene giycol/DMSO. Yet another technique used is
electroparation,

Prokaryotic cclls used to produce the polypeptides are grown in media known in the
art and suilablec for culture of the sclected host cells. Examples of suitable media includce
luria broth (LB) plus necessary nutrient supplements. In some embodiments, the media also
contains a selcction agent, chosen based on the construction of the expression vector, to
selectively permit growth of prokaryotic cells containing the expreséion vector. For
cxample, ampicillin is added to media for growth of cells expressing ampiciilin resistant
gene.

Any necessary supplements besides carbon, nitrogen, and inorganic phosphate
sources may also be included at appropriate concentrations introduced alone or as a mixture
with another supplement or medium such as a complex nitrogen source. Optionally the
culturc medium may contain onc or more reducing agents selected from the group
consisting of glutathione, cysteine, cystamine, thioglycollate, dithioerythritol and

dithiothreitol.
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The prokaryotic host cclls arc cultured at suitable temperaturcs. For E. coli growth,
for example, the preferred temperature ranges from about 20°C to about 39°C, more
preferably from about 25°C to about 37°C, cven more preferably at about 30°C. The pH of
the medium may be any pH ranging from about 5 to about 9, dcpcndihg mainly on the host
organism. For E. coli, the pH is preferably from about 6.8 to about 7.4, and more preferably
about 7.0.

[f an inducible promoter is used in the expression vector, protein expression is
induced under conditions suitable for the activation of the promoter. In one aspect of the
invention, PhoA promoters are used for controlling transcription. of the polypeptides.
Accordingly, the transformed host cells are cultured in a phosphate-iimiting medium for
induction. Preferably, the phosphate-limiting medium is the C.R.A P medium (see, e g.,
Stmmons et al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147). A varicty of other inducers
may be used, according to the vector construct employcd, as is known in the art.

In one embodiment, the expressed polypeptides of the present invention are secreted
into and recoverced from the periplasm of the host cells. Protein recovery typically involves
disrupting the microorganism, generally by such means as osmotic shock, sonication or
lysis. Once cells arc disrupted, cell debris or whole cells may be removed by centrifugation
or filtration. The proteins may be further purified, for example, by affinity resin
chromatography. Alternatively, proteins can be transported into the culture media and
isolated therein. Cells may Be removed from the culture and the culture supernatant being
filtered and concentrated for further purification of the proteins produced. The expressed
pelypeptides can be further isolated and identificd using commonly known mcthods such as
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and Wcstem blot assay.

In one aspect of the invention, antibody production is conducted in large quantity by
a fermentation process. Various large-scale fed-batch fermentation procedurcs are available
for production of recombinant proteins. Large-scale fermentations have at least 1000 liters
of capacity, preferably about 1,000 to 100,000 liters of capacity. Thesc fermentors use

agitator impellers to distribute oxygen and nutrients, especially glucose (the preferred

carbon/energy source). Small scale fermentation refers generally to fermentation in a

fermentor that is no more than approximately 100 liters in volumetric capacity, and can

range from about ] liter to about 100 liters.

In a fermentation process, induction of protcin cxpression is typically initiated afier

the cells have been grown under suitable conditions to a desired density, e.g., an OD550 of
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about 180-220, at which stage the cells arc in the early stationary phase. A variety of
inducers may be used, according to the vector construct employed, as 1s known in the art
and described above. Cells may be grown for shorter periods prior to induction. Cells are
usually induced for about 12-50 hours, although longer or shorter induction time may be
used.

To improve the production yield and quality of the polypeptidés, various
fermentation conditions can be modified. For example, to improve the proper assembly and
folding of the sccrcted antibody polypeptides, additiona! veclors overexpressing chaperone
proteins, such as Dsb proteins (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD and or DsbG) or FkpA (a
pepuidylprolyl cis,trans-isomerase with chaperone activity) can be used to co-transform the
host prokaryotic célls. The chaperone proteins have been demonstrated to facilitate the
propet folding and solubility of heterologous proteins produced in bacterial host cells. Chen
ct al. (1999) J Bio Chem 274:19601-19605, Georgiou et al.,, U.S. Patent No. 6,083,715; ‘
Georgiou et al., U.S. Patent No. 6,027,888; Bothmann and Pluckthun (2000) J. Biol. Chem.
275:17100-17105; Ramm and Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-17113; Aric et
al. (2001) Mol. Micrabiol. 39:199-210.

To minimize proteolysis of expressed heterologous proteins (especially those that
arc proteolytically sensitive), certain host sirains deficient for proteolytic enzymes can be
used for the present invention. For example, host cell straing may be modified to cffect
genetic mutation(s) in the genes encoding known bacterial proteases such as Proteasc 111,
OmpT, DegP, Tsp, Protease [, Protease Mi, Protcase V, Protease VI and combinations

thereof. Some E, coli protease-deficient strains arc available and described in, for cxample,

Joly et al. (1998), supra; Georgiou et al., U.S. Patent No. 5,264,365; Georgiou et al., U.S.

Patent No. 5,508,192; Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2:63-72 (1996).
In one embodiment, E. coli strains deficient for proteolytic-cnzymes and

transformed with plasmids overcxpressing one or more chaperone proteins are used as host

cells in the expression system,

iii. Antibody Purification

Standard protein purification methods known in the art can be employed. The
following procedures are exemplary of suitable purification procedures: fractionation on
immunoaffinity or ion-exchange columns, ethanol precipitation, reverse phasc HPLC,
chromatography on silica or.on a cation-exchange resin such as DEAE, chromatofocusing,

SDS-PAGE, ammonium sulfate precipitation, and gel filtration using, for example,
Sephadex G-75.
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In one aspect, Protcin A immobilized on a solid phase is used for immunoaffinity
purification of the full length antibody products. Protein A is a 41kD cell wall protein from
Staphylococcus aureas which binds with a high affinity to the Fc region of antibodics.
Lindmark et al (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-13. The solid phase to which Protein A is
immobilized is preferably a column comprising é glass or silica surface, more preferably a
controlled pore glass column or a silicic acid column. In some applications, the column has
been coated with a reagent, such as glycerol, in an attempt to prevent nonspecific adherence
of contaminants.

As the first step of purification, the preparation derived from the cell culturc as
described above is applied onto the Protein A immobilized solid phase to allow specific
binding of the antibody of interest to Protein A. The solid phase is then washed to remove
contaminants non-specifically bound to the solid phase. Finally the antibody of intcrest is
recovered from the solid phase by elution.

b. Gencrating antibodies using eukaryolic host cells:

The vector components generally include, but are not limited to, one or more of the

“following: a signal sequence, an origin of replication, one or more marker genes, an

enhancer element, a promoter, and a transcription termination sequence.

(i) Signal sequence component

A vector for use in a eukaryotic host cell may also contain a signal sequence or other
polypeptide huviné a specific cleavage site at the N-terminus of the mature protein or
polypeptide of interest. The heterologous signal sequence selected preferably is one that is
rceognized and processed (i.c., clcaved by a signal peptidase) by the host cell. In
mammalian cell expression, mammalian signal sequences as well as viral secretory leaders,
for example, the herpes simplex gD signal, are available.

The DNA for such precursor region is ligated in reading frame to DNA encoding the .
antibody. -

{i1) Origin of replication

Generally, an origin of replication component is not needed for mammalian
expression vectors. For example, the SV40 origin may typically be used only because it
containg the early promoter,

(1i1) Sclection gene component

Expression and cloning vectors may contain a selcction gene, also termed a
sclectable marker. Typical selection genes encode proteins that (a) confer resistance to

antibiotics or other toxins, c.g., ampicillin, neomycin, methotrexate, or tetracycline, (b)
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complement auxotrophic deficiencies, where relevam, or (¢) supply critical nutricnts not
available from complex media.

One cxample of a selection scheme utilizes a drug to arrest growth of a host cell.
Those cells that are successfully transformed with a heterolo‘gous gene produce 4 protein
conferring drug resistance and thus survive the selection regimen. Examples of such
dominant selection use the drugs neamycin, mycophenalic acid and hygromycin.

Another example of suitable selectable markers for marﬁmalian cells are those that

enablc the identification of cclls competent to take up the antibody nucleic acid, such as

' DHFR, thymidine kinase, metallothionein-I and -1, preferably primate metallothioncin

genes, adenosine deaminase, ornithine decarboxylase, etc.

For example, cells transformed with the DHFR selection gene are first identified by
culturing all of the transformants in a culture medium that contains methotrexate (Mtx), a
compelitive antagonist of DHFR. An appropriate host cell when wi]d-fypc DHFR is
employed is the Chinese hamster ovary (CHO) cell line deficient in DHFR activity (e.g.,
ATCC CRL-9096).

Alternatively, host cells (particularly wild-type hosts that contain endogenous
DHFR) transformed or co-transformed with DNA sequences encoding an antibody, wild-
type DHER protein, and another selectable marker such as aminoglycoside 3'-
phosphotransferase (APH) can be selected by cell growth in medium containing a sclection
agent for the selectable marker such as an aminoglycosidic antibiotic, e.g., kanamyciu,
neomycin, or G418. See U.S. Patent No. 4,965,199,

(iv) Promoter component

Expression and cloning vectors usually contain a promoter that is recognized by the
host organism and is operably linked to the antibody polypeptide nucleic acid. Promoter
sequences are known for eukaryotes. Virtually alleukaryotic genes have an AT-rich region
located approximately 25 to 30 bases upstream from the site where transcription is initiated.
Another sequence found 70 to 80 bases upsiream from the start of transcription of many
genes is a CNCAAT region where N may be any nucleotide (SEQ 1D NO: 3). At the 3’ end
of mast eukaryotic genes is an AATAAA sequence that may be the signal for addition of
the poly A tail to the 3' end of the coding sequence (SEQ 1D NO: 4). All of these sequences
are suitably inserted into cukaryotic expression vectors.

Antibody polypeptide transcription from vectors in mammalian host cclls is
controlled, for example, by promoters obtained from the genomes of viruses such as

polyoma virus, fowlpox virus, adenovirus (such as Adenovirus 2), bovine papilloma virus,
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avian sarcoma virus, cytomegalovirus, a retrovirus, hepatitis-B virus and Simian Virus 40

- (SV40), from hetcrologous mammalian promaoters, ¢.g., the actin promoter or an

immunoglobulin promoter, from heat-shock promoters, provided such promoters arc
compatible with the host cell systems.

The early and late promoters of the é\/40 virus are conveniently obtained as an
SV40 restriction fragment that also contains the SV4Q viral origin 0ffcplication. The
immediate early promoter of the human cytomegalovirus is conveniently obtained as a
HindITl E restriction fragment. A system for expressing DNA in mammalian hosts using
the bavine papilloma virus as a vector is disclosed in U.S. Patent No. 4,419,446, A
modification of this system is described in U.S. PatcntNo..4,601 978, Altematively, the
Rous Sarcoma Virus long terminal repeat can be used as the promoter.

(v) Enhancer element component

Transcription of DNA encoding the antibody polypeptide of this invention by higher
eukaryotes is often incrcased by inserting an enhancer sequence into the vector. Many
enhancer sequences are now known from mammalian genes (globin, clastase, albumin, o-
fetoprotein, and insulin). Typically, however, one will use an enhancer from a cukaryotic
cell virus. Examples include the SV40 enhancer on the late side of the replication origin
(bp 100-270), the cytomegalovirus carly promoter enhancer, the polyoma cnhancer on the
late side of the replication origin, and adenovirus enhancers. Sec also Yaniv, Nature
297:17-18 (1982) on enhancing clements for activation of eukaryotic promoters. The
enhancer may be spliced into the vector at a position 5' or 3' to the antibody polypeptide-
cncoding sequence, but is preferably located at a site 5' from the promoter,

(vi) Transcription termination component

Expression vectors used in eukaryotic host celis will typically also contain
sequences necessary for the termination of transcription and for stabilizing the mRNA.
Such sequences are commonly available from the 5" and, occasionally 3', untranslated
regions of eukaryotic or viral DNAs or cDNAs. These regions contain nucleotide segments
transcribed as polyadenylated fragments in the untranslated portion of the mRNA encoding

an antibody. One useful transcription termination component is the bovine growth hormone

| polyadenylation region. See W(094/11026 and the cxpression vector disclosed therein.

(vii) Seclection and transformation of host cells
Suitable host cells for cloning or expressing the DNA in the vectors herein include

higher cukaryote cells described herein, including vertebrate host cells. Propagation of
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verlebrate cells in culture (tissue culture) has become a routine procedure, Examples of
useful mammalian host cell lines are monkey kidney CV1 line transformed by SV40 (COS-
7, ATCC CRL 1651); human embryonic kidney line (293 or 293 cclls subcloned for growth
in suspension culture, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)) ; baby hamster kidney cells
(BHK, ATCC CCL 10); Chincse hamster ovary cells/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)) ; mouse sertoli cells (TM4, Mather, Biol. Reprod.
23:243-251 (1980) ); monkey kidney cells (CV1 ATCC CCL 70), Afri.can green monkey
kidney cells (VERO-76, ATCC CRL-1587); human cervical carcinoma cells (HELA,
ATCC CCL 2); canine kidney cells (MDCK, ATCC CCL 34), buffalo rat liver cells (BRL
3A, ATCC CRL 1442); hurnan lung cells (W138, ATCC CCL 75); human liver cclls (Hep
G2, HB 8065); mouse mammary tumor (MMT 060562, ATCC CCL51); TRI cells (Mather
ct al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); MRC 5 cells; FS4 celis; and a human
hepatoma line (Hep G2). |

Host cells are transformed with the above-described expression or cloning vectors
for antibody production and cultured in conventional nutrient media modified as appropriate
for inducing promoters, selecting transformants, or amplifying the genes encoding the
desired sequences.

(viii) Culturing the host ccils

The host cells used to produce an antibody of this invention may be cultured ina
variety of media. Commercially available media such as Ham's F10'(Sigma), Minimal

Essential Medium ((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), and Dulbecco's Modificd

" Eaglc's Medium ((DMEM), Sigma) are suitable for culturing the host cells. In addition, any

of the media described in Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes ¢t al., Anal.

“Biochem.102:255 (1980), U.S. Pat. Nos. 4,767,704; 4,657,866; 4,927,762; 4,560,655 or
5,122,469, WO 90/03430;, WO 87/00195; or U.S. Patent Re. 30,985 may be used as culture

media for the host cells. Any of these media may be supplemented as necessary with
hormones and/or other growth factors (such as insulin, transferrin, or epidermal growth
factor), salts (such as sodium chioride, calcium, magnesium, and phosphate), buffers (such
as HEPES), nucleotides (such as adenosine and thymidine), antibiotics (such as
GENTAMYCIN™ drug), trace elements (defined as inorganic compounds usually present
at final concentrations in the micromolar range), and glucose or an cquivalent cnergy
source. Any other necessary supplements may also be included at appropriate

concentrations that would be known to those skilled in the art. The culture conditions, such
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as tempcrature, pH, and the ke, arc those previously used with the bost celi sclected for
expression, and will be apparent to the ordinarily skilled artisan.

(ix) Purification of antibody

When using recombinant techniques, the antibody can be produced intracellularly,
or directly sccreted nto the medium. if the antibody is produced intracellularly, as a first
step, the particulate debris, cither host cells or lysed fragments, are removed, for example,
by centrifugation or ultrafiltration. Wherc the antibody is secreted into the medium,
supernatants from such expression systems arc generally first concentraled using a
commercially available protein concentration filter, for example, an Amicon or Millipore
Pellicon ultrafiltration unit. A protease inhibitor such as PMSF may be included in any of
the foregoing steps to inhibit proteolysis and antibiotics may be included to prevent the
growth of adventitious contaminants,

The antibody composition prepared from the cells can be purificd using, for
example, hydroxylapatite chromatography, gel electrophoresis, dialysis, and affinity
chromatography, with affinity chromatography being the preferred purification technique.
The suitability of protein A as an affinity ligand depends on the species and isotype of any

ilﬁinunoglobulin Fc domain that is present in the antibody. Protein A can be used to purify

“antibodies that are based on human y1, y2, or y4 heavy chains (Lindmark et al,, J.

Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). Protein G is recommended for all mouse isotypes and for
human y3 (Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). The matrix to which the affinity
ligand is attached is most often agarose, but other matrices are available. Mechanically
stable matriccs such as controlled pore glass or poly(styrencdivinyl)benzene allow for faster
flow rates and shorter processing times than can be achicved with agarése. Where the
antibody comprises a CH3 domain, the Bakerbond ABX™resin (J. T. Baker, Phillipsburg,
NJ) is useful for purification. Other techniques for protein purification such as fractionation
on an ion-exchange column, cthanol precipitation, Reverse Phase HPLC, chromatography
on silica, chromalography on heparin SEPHAROSE™ chromatography on an anion or )
cation exchange rcéin (such as a polyaspartic acid column), chromatofocusing, SDS-PAGE,
and ammonium sulfate precipitation are also available depending on the antibody to be
recovered,

Following any preliminary purification step(s), the mixture comprising the antibody

of interest and contaminants may be subjected to low pH hydrophobic interaction
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“chromatography using an elution buffer at a pH between about 2.5-4.5, preferably

performed at low salt concentrations (c.g., from about 0-0.25M salt).
Immunoconjugates

The invention contemplates immunoconjugates (interchangeably termed “antibody-
drug conjugates” or “ADC”), comprising a anti-DLL4 antibodics conjugated to a cytotoxic
agent such as a chemotherapeutic agent, a drug, a growth inhibitory agent, a toxin {e.g., an
enzymatically active toxin of bacterial, fungal, plant, or animal origin, or fragments
thereof), or a radioactive isotope (i.c., a radioconjugate).

The use of antibody-drug conjugates for the local delivery of cytotoxic or cytostatic
agents, i.c. drugs to kill or inhibit tumor cells in the treatment of cancer (Syrigos and

Epenetos {1999) Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz and Springer (1997)

" Adv. Drg Del. Rev. 26:151-172; U.S. patent 4,975,278) allows targeted delivery of the drug

moiety to tumars, and intracellular accumulation thercin, where systemic administration of
these unconjugated drug agenté may result in unacceptable levels of lo&icity'to normal cells
as well as the tumar cells sought to be eliminated (Baldwin ct al., (1986) Lancet pp. (Mar,
i3, 1986):603-05; Thorpe, (1985) "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer
Therapy: A Review," in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications,
A. Pinchera et al. (ed.s), pp. 475-506). Maximal efficacy with minimal toxicity is sought
thereby. Both palyclonal antibodies and monoclonal antibodics have been reported as
useful in these strategies (Rowland et al., (1986) Cancer Immunol. lmrhunother,, 21:183-
87). Drugs used in these methods include daunomycin, doxorubicin, methotrexate, and
vindesine (Rowland et al., (1986) supra). Toxins used in antibody-loxin conjugates include
bacterial toxins such as diphtheria toxin, plant toxins such as ricin, sméli molccule toxins
such as geldanamycin (Mandler et al (2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst, 92(19):1573-
1581; Mandler et al (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler ct al
(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maytansinoids (EP 1391213, Liu et al., (1996)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), and calicheamicin (Lode ¢t al (1998) Cancer
Res. 58:2928; Hinman et al (1993) Cancer Res. 53:3336-3342). The toxins may effect their

cytotoxic and cytostatic effects by mechanisms including tubulin binding, DNA binding, or

" topoisomerase inhibition. Some cytotoxic drugs tend to be inactive or less active when

conjugated to large antibodies or protein receptor ligands.
ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/Idec) is an antibody-radioisotope

conjugate composcd of a murine IgG! kappa monoclonal antibody directed against the
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CD20 antigen found on the surface of normal and malignant B lymphocytes and 1111n or
90Y radioisotope bound by a thiourea linker-chelator (Wiseman et al (2000) Eur. Jour,
Nucl. Med, 27(7):766-77, Wiseman et al (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig et al (2002)
J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63; Witzig et al (2002) 1. Clin. Oncol. 20(15):3262-69).

. Although ZEVALIN has activity against B-cell non-Hodgkin's Lymphema (NHL),

administration results in severe and prolonged cytopenias in most patients. MY LOTARG™
(gemtuzumab ozogamicin, Wyeth Pharmaccuticals), an antibody drug conjugate composed
of a hu CD33 antibody linked to calicheamicin, was approved in 2000 for the (reatment of
acute myeloid leukemia by injection (Drugs of the Future (2000) 25(7):686; US Patent Nos.
4970198, 5079233; 5585089; 5606040; 5693762; 5739116; 5767285, 5773001).
Cantuzumab mertansine (Immunogen, Inc.), an antibody drug conjugate composed of the
huC242 antibody linked via the disulfide linker SPP to the maytansinoid drug moicty, DM,
15 advancing into Phasc I1 trials for the treatment of cancers that express CanAg, such as
colon, pancreatic, gastric, and others. MLN-2704 (Milicnnium Pharm., BZL Biologics,
Immunogen Inc.), an antibody drug conjugate composed of the anti-prostate specific
membranc antigen (PSMA) monoclonal antibady linked to the maytansinoid drug moiety,
DM]I, is under dovelopmcnt for the potential treatment of prostate tumors. The auristatin
peptides, aunistatin E (AE) and monomethylauristatin (MMAE), synthetic analogs of
dolastatin, were conjugated to chimeric monoclonal antibodies cBR96 (specific to Lewis Y
on carcinomas) and cAC10 (spccific to CD30 on hematological maﬁgnancics) (Doronina et
al (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784) and are under lherapeutic development,
Chemotherapeutic agents usefui in the gencration of immunoconjugatces arc
described herein (eg., above). Enzymatically active toxins and fragmcﬂs thereof that can
be used include diphtheria A chain, nonbinding active fragments of diphtheria toxin,
exotoxin A chain (ﬁ‘om Pseudomonas aeruginosa), ricin A chain, abrin A chain, modeccin
A chain, alpha-sarcin, Aleurites fordii proteins, dianthin proteins, Phylolaca americana
proteins (PAPI, PAPIL, and PAP-S), momordica charantia inhibitor, curcin, crotin,
sapaonaria officinalis inhibitor, gelonin, mitogellin, restrictocin, phenomycin, enomycin,
and the tricothecenes. See, e.g., WO 93/21232 published October 28, 1993, A variety of
radionuclides arc available for the production of radioconjugated antibodics. Examples
include 21281, "'1, ®'1n, *Y, and *Re. Conjugates of the antibody and cytotoxic agent arc
madc using a variety of bifunctional protein-coupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-

pyridyldithiol) propionate (SPDP), iminothiolane (IT), bifunctional derivatives of
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imidoesters {(such as dimethyl adipimidate HCI), active esters (such as disuccimmidyl
suberate), aldehydes (such as glutaraldehyde), bis-azido compounds (such as bis (p-
azidobenzoyl) hexanediamine), bis-diazonium derivatives (such as bis-(p-
diazoniumbenzoyl)-ethylenediamine), diisocyanates (such as toluene 2,6-diisocyanate), and
bis-active fluorine compounds (such as 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzene). For example, a
ricin immunotoxin can be prepared as described in Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987).
Carbon-14-labeled 1-isothiocyanatobenzyl-3-methyldiethylenc triaminepentaacetic acid
(MX-DTPA) is an exemplary chelating agent for conjugation of radionuclcotide to the
antibody., See W(094/11026.

Conjugates of an antibody and one or more small molecule toxins, such as a
calicheamicin, maytansinoids, dolastatins, aurostating, a trichothecene, and CC 1065, and the
derivatives of these toxins that have toxin activity, are also contemplated herein.

i. Maytansine and maytansinoids

In some embodiments, the immunoconjugate compriscs an antibody (full length or
fragments) conjugated to one or more maytansinoid molecules. -

Maytahsinoids are mitototic inhibitors which act by inhibiting tubulin

_polymerization. Maytansine was first isolated from the east African shrub Maytenus scrrata

(U.S. Patent No. 3,896,111). Subsequently, it was discovered that certain microbes also
producc maytansinoids, such as maytansinol and C-3 maytansinol esters (U.S. Patent No.
4,151,042). Synthetic maytansinol and derivatives and analogues thereof are disclosed, for
example, in U.S. Patent Nos. 4,137,230; 4,248,870; 4,256,746, 4,260,608; 4,265,814;
4,294,757, 4,307,010; 4,308,268; 4,308,269, 4,309,428, 4,313,946; 4,315,929, 4,317,821:
4,322,348, 4,331,598, 4,361,650, 4,364,866, 4,424,219, 4,450,254; 4,362 663; and
4,371,533. '

Maytansinoid drug moieties are attractive drug moieties in antibody drug conjugates

because they are: (i) relatively accessible to prepare by fermentation or chemical

_modification, derivatization of fermentation products, (ii) amenable to derivatization with

functional groups suitable for conjugation through the non-disulfide linkers to antibodics,
(ii1) stable in plagsma, and (iv) effective against a varicty of tumor cell lines.
Immunoconjugates containing maytansinoids, methods of making same, and their
therapeutic use are disclosed, for cxample, in U.S. Patent Nos. 5,208,020, 5,416,064 and
European Patent EP 0 425 235 B1, the disclosures of which are hercby expressly
incorporated by reference. Liu et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996)

described immunoconjugates comprising a maytansinoid designated DM linked to the
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monoclonal antibody C242 directed against human colorectal cancer. The conjugate was
found to be highly cytotoxic towards cultured colon cancer cells, and showed antitumor
activity. in an in vivo tumor growth assay. Chari et al,, Cancer Research 52:127-131 (1992)
describe immunoconjuga.tef; in which a maytansinoid was conjugated via a disulfide linker
to the murine antibody A7 binding to an antigen on human colon cancer cell lines, or to
another murine monoclonal antibody TA.1 that binds the HER-2/neu oncogene. The
cytotoxicity of the TA.l-maytansinoid conjugate was tested in vitro on the human breast
cancer cell line SK-BR-3, which expresses 3 x 105 HER-2 surface antigens per cell. The
drug conjugate achieved a degree of cytotoxicity similar to the free maytansinoid drug,
which could be increased by increasing the number of maytansineid molecules per antibody
molecule. The A7-maytansinoid conjugate showed low systemic cytotoxicity in mice.
Antibody-maytansinoid conjugates are prepared by chemically linking an antibody
to a maytansinoid molecule without significantly diminishing the biological activity of
either the antibody or the maytansinoid molecule. See, e.g., U.S. Patent No. 5,208,020 (thc
disclosure of which is hereby expressly incorporated by reference). An average of 3-4
maytansinoid molecules conjugated per antibody molecule has shown 'f-:Fﬁcacy in enhancing
cytotoxicity of target cells without negatively affecting the function or solubility of the
antibody, although even one molecule of toxin/antibody would be cxpécted to enhance
cytotoxicity over the use of naked antibody. Maytansinoids arc well known in the art and

can be synthesized by known techniques or isolated from natural sources. Suitable

-maytansinoids arc disclosed, for example, in U.S. Patent No. 5,208,020 and in the other

patents and nonpatent publications referred to hereinabove. Preferred maylansinoids arc
maytansinol and maytansinol analogues modificd in the aromatic ring or at other positions
of the rnaytansinol molecule, such as various maytansinol esters.

There are many linking groups known in the art for making antibody-maytansinoid
conjugates, including, for example, those disclosed in U.S. Patent No. 5,208,020 or EP
Patent 0 425 235 B1, Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992), and U.S. Patent

_Application No. 10/960,602, filed Oct. 8, 2004, the disclosures of which arc hereby

expressly incorporated by reference. Antibody-maytansinoid conjugates comprising the
linker component SMCC may be prepared as disclosed in U.S. Patent Application No.
10/960,602, filed Oct. 8, 2004. The linking groups include disulfide groups, thiocther
groups, acid labile groups, photolabile groups, peptidasc labile groups,- 61‘ esterase labile
groups, as disclosed in the above-identified patents, disulfide and thioether groups being

preferred. Additional linking groups are described and exemplified hercin.
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Conjugates of the antibody and maytansinoid may be made using a variety of
bifunctional protein coupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionate
(SPDP), succinimidyl-4-(N-maleimidomethy!) cyciohexane-1-carboxylate (SMCC),
iminothiolane (IT), bifunctional derivatives of imidoesters (such as dimethyl adipimidate
HCI), active csters (such as disuccinim;dyl subcrate), aldehydes (such as glutaraldehyde),
bis-azido compounds (such as bis (p-azidobenzoyl) hexanediamine), bis-diazonium
derivatives (such as bis-(p-diazoniumbenzoyl)-ethylenediaming), diisocyanates (such as
toluene 2,6-diisocyanatc), and bis-active fluorine compounds (such as 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzene). Particularly preferred coupling agents include N-sucéinimidyl—B—(Q-
pyridyldithio) propionate (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J. 173:723-737 (1978)) and N-
succinimidyl-4-(2-pyridylthio)pentanoate (SPP) to provide for a disulfide linkage.

The linker may be attached to the maytansinoid molecule at various positions,

depending on the type of the link. For example, an ester linkage may be formed by reaction

with a hydroxyl group using conventional coupling techniques. The reaction may occur at

the C-3 position having a hydroxy! group, the C-14 position modified with hydroxymethyl,
the C-15 position modified with a hydroxyl group, and the C-20 position having a hydroxyl
group. Ina prefcri'ed embodiment, the linkage is formed at the C-3 position of maytansinol
or a maytansinol analoguc.

ii. Auristatins and dolastating

In some embodiments, the immunoconjugate comprises an antibody conjugated to
dolastatins or dolostatin peptidic analogs and derivatives, the auristatins (US Patent Nos.
5635483, 5780588). Dolastatins and auristatins have been shown to interferc with
microtubule dynamics, GTP hydrolysis, and nuclear and cellular division (Woyke et al
(2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) and have anticancer {US
5663149} and antifungal activity (Pettit et al (1998) Antimicrob. Agents Chemother.
42:2961-2965). The dolastatin or auristatin drug moiety may be attached to the antibody
through the N (amino) terminus or the C (carboxyl) terminus of the peptidic drug moiety
(WO 02/088172).

Exemplary auristatin embodiments include the N-terminus linked
monomethylauristatin drug moieties DE and DF, disclosed in ““Monomethylvaline
Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, US Scr. No. 10/983,340, filed Nov. 5,
2004, the disclosure of which 15 expressly incorporated by reference in its entircty.

Typi‘cally, peplide-based drug moieties can be prepared by forming a peptide bond

between two or more amino acids and/or peptide fragments. Such peptide bonds can be
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prepared, for example, according to the liquid phasc synthesis method (see E. Schroder and
K. Liibke, “The Peptides”, volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press) that is well known
in the field of peptide chemistry. The auristatin/dolastatin drug moietics may be prepared
according to the methods of: US 5635483; US 5780588, Pettit ct al (1989) J. Am. Chem.
Soc. 111:5463-5465; Pettit et al (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277; Pettit, G.R.,
ct al. Synthesis, 1996, 719-725; and Pettit et ul {(1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. | 5:859-

- 863. Sec also Doronina (2003) Nat Biotcchnol 21(7):778-784; “Monomecthylvaline

Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, US Ser. No. 10/983,340, filed Nov. 3,
2004, hereby incorporated by reference in its entirety (disclosing, e.g., linkers and methods
of preparing monomethylvaline compounds such as MMAE and MMAF conjugated to

linkers).
in. Calicheamicin
In other embodiments, the immunoconjugate comprises an antibody conjugated to

one or more calicheamicin molecules. The calicheamicin family of antibiotics arc capable

- of producing double-stranded DNA breaks at sub-picomolar concentrations. For the

preparation of conjugates of the calicheamicin family, see U.S. patents 5,712,374,
5,714,586, 5,739,116, 5,767,285, 5,770,701, 5,770,710, 5,773,001, 5,877,296 (all to
American Cyanamid Company). Structural analogues of calicheamicin which may be used
include, but are not limited to, y1I, 21, a3l, N-acetyl-y11, PSAG and 611 (Hinman ct al.,
Cancer Research 53:3336-3342 (1993), Lode et al., Cancer Research 58:2925-2928 (1998)
and the aforcmentioned U.S. patents to American Cyanamid), Another anti-tumor drug that
the antibody can be conjugated 1s QFA which is an antifolate. Both calichcamicin and QFA
have intracellular sites of action and do not readily cross the plasma membrane. Therefore,
cellular uptake of these agents through antibody mediated internalization greatly enhances

their cytotoxic effects.

iv. Other cytotoxic agents

Other antitumor agents that can be conjugaled to the antibodics include BCNU,
streplozoicin, vincristine and 5-fluorouracil, the family of agents known coliectively L1L-
E33288 complex described in U.S. patents 5,053,394, 5,770,710, as well as esperamicins
(U.S. patent 5,877,296). ‘ '

Enzymatically active toxins and fragmcnts thercof which can be used include
diphtheria A chain, nonbinding active fragments of diphtheria toxin, cxotoxin A chain (from
Pscudomonas aeruginosa), ricin A chain, abrin A chain, modeccin A chain, alpha-sarcin,

Alcurites fordii proteins, dianthin proteins, Phytolaca americana proteins (PAPI, PAPII, and
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PAP-S), momordica charantia inhibitor, curcin, crotin, sapacnaria officinalis inhibitor,
gelonin, mitogellin, restrictocin, phenomyecin, enomycin and thé tricothecenes. See, for
example, WO 93/21232 published October 28, 1993.

The present invention further contemplates an immunoconjugate formed between an
antibody and a compound with nucleolytic activity {c.g., a r’ibonuclcasé ora DNA
endonuclease such as a deoxy{ribonuclease; DNase).

For selective destruction of the tumor, the antibody may comprisc a highly
radioactive atom. A varicty of radioactive isotopes arc available for the production of
radioconjugated antibodies. Examples include AN Y 1P v Re!8¢ Re!® gm!3,
Bi*"?, P*%, Pb*'? and radioactive isotobes of Lu. When the conjugate is used for detection, it
may comprise a radioactive atom for scintigraphic studies, for example (c99m or 1123, or a
spin label for nuclear magnetic resonance (NMR) imaging (also known as magnetic
resonance imaging, mri), such as iodine-123 again, fodine-131, indium-111, fluorine-19,
carbon-13, nitrogen-15, oxygen-17, gadolinium, manganese or iron.

The radio- or other labels may be incorporated in the conjugate in known ways. For
example, the peptide may be biosynthesized or may be synthesized by chemical amino acid
synthesis using suitable amino acid precursors involving, for cxample, fluorine-19 in place
of hydrogen. Labels such as t¢®m or I'"*, Re'®, Re"™®® and In"*' can be attached via a
cysteine residue in the peptide. Yttrium-90 can be attached via a lysine residuc. The
IODOGEN method (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57) can
be used to incorporate iodine-123. "Monoclonal Antibodies in lmmuﬁoscintigraphy"
(Chatal,CRC Press 1989) describes other methods in detail,

Conjugates of the antibody and cytotoxic agent may be made using a varicty of
bifunctional protein coupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionatc
(SPDP), succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate (SMCC),
iminothiolane (IT), bifunctional derivatives of imidoesters (such as dimethyl adipimidate
HCI), active esters (such as disuccinimidy! suberate), aldchydes (such as glutaraldchyde),

bis-azido compounds (such as bis (p-azidobenzoyl) hexanediamine), bis-diazonium

“derivatives (such as bis-(p-diazoniumbenzoy!)-ethylenediamine), diisocyanates (such as

toluene 2,6-diisocyanate), and bis-active fluorine compounds (such as-'l,S-diﬂuoro—2,4-
dinitrobenzene). For example, a ricin immunotoxin can be prepared as described in Vitctta
ct al., Science 238:1098 (1987). Carbon-14-labeled 1-isothiocyanatobenzyl-3-
methyldiethylene triaminepentaacetic acid (MX-DTPA) is an cxemplary 'chelating agent for

conjugation of radionucleotide to the antibody. Sec WQ94/11026. The linker may be a
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“cleavable linker” facilitating release of the cytotoxic drug in the cell. For example, an
acid-labile linker, peptidase-sensitive linker, photolabile linker, dimethyl linker or disulfide-
containing linker (Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992); U.S. Patent No,
5,208,020) may be used.

The compounds expressly contemplate, but are not limited to, ADC prepared with
cross-linker reagents: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP,
SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS,
sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, and sulfo-SMPB, and SVSB (succinimidy!l-(4-
vinylsulfone)benzoate) which are commercially available (¢.g., from Pierce Biotechnology,
Tnc., Rockford, lL.‘, U.S.A). Sce pages 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and
Cata]og.

v. Preparation of antibody drug conjugates

In the antibody drug conjugates (ADC), an antibady (Ab) is conjugated to onc or
more drug moieties (D), e.g. about 1 to about 20 drug moictics per antibody, through a
linker (L). The ADC of Formula T may be prepared by several routes, employing organic

chemistry reactions, conditions, and reagents known to those skilled in the art, including:

(1) reaction of a nucleophilic group of an antibody with a bivalent linker reagent, to form

Ab-L, via a covalent bond, followed by reaction with a drug moicty D; and (2) rcaction of a
nucleophilic group of a drug moiety with a bivalent linker reagent, to form D-L, via a
covalent bond, followed by reaction with the nucleophilic group of an antibody. Additional
methods for preparing ADC are described herein.

Ab-(1-D), I

The linker may be composed of one or more linker components. Excmplary linker
components include 6-maleimidocaproyl (“MC”), maleimidopropanoyl (*“MP™), valine-
citrulline (“*val-cit”), alanine-phenylalanine (“ala-phe”), p-aminobenzyloxycarbonyl
(“PAB™), N-Succinimidy! 4-(2-pyridylthio) pentanoate (“SPP”), N-Succinimidyl 4-(N-
maleimidomethyl) cyclohexane-1 carboxylate (“SMCC”), and N-Succinimidyl (4-iodo-
acetyl) aminobcnzbate (“SIAB”). Additional linker compouents are known in the art and
some are described herein. See also “Monomethylvaline Compounds Capable of
Conjugation to Ligands”, US Ser. No. 10/983,340, filed Nov. 5, 2004, the contents of which
arc hereby incorporated by reference in its entircty.

In some embodiments, the linker may comprise amino acid residues. Exemplary

amino acid linker components include a dipeptide, a tripeptide, a tetrapeptide or a
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pentapeptide. Excimplary dipeptides include: valine-citrulline (ve or val-cit), alaninc-
phcnylai.anine (afor ala-phe). Exemplary tripeptides include: glycine-valine-citrulline (gly-
val-cit) and glycinc-glycine-glycine (gly-gly-gly). Amino acid residucs which comprisc an
amino acid linker component include those occurring naturally, as well as minor amino
acids and non-naturally occurring amino acid analogs, such as citrulline. Amino acid linker .
components can be designed and optimized in their selectivity for enzymatic cleavage by a
particular enzymes, for example, a tumor-associated protease, cathepsin B, C and D, or a
plasmin protease.

Nucleophilic groups on antibodies include, but are not limited to: (1) N-terminal
amine groups, (i1) side chain amine groups, ¢.g. lysine, (iti) side chain thiol groups, c.g.
cysteine, and (iv) sugar hydroxyl or amino groups where the antibody is glycosylated.
Amine, thiol, and hydroxyl grdups are nucleophilic and capable of reacting to form covalent
bonds with clectrophilic groups on linker moietics and linker reagents including: (i) active
esters such as NHS esters, HOB! esters, haloformates, and acid halides; (ii) alkyl and benzyl
halides such as haloacetamides; (iii) aldehydes, ketones, carboxyl, and maleimide groups.
Certain antibodies have reducible interchain disulfides, i.e. cysteine bridges. Antibodics
may be made reactive for conjugation with linker reagents by trecatment with a reducing
agent such as DTT (dithiothreitol). Each‘cystcine bridge wili thus form, theoretically, two
reactive thiol nucleaphiles. Additional nucleophilic groups can be introduced into
antibodies through the reaction of lysines with 2-iminothiolane (Traut’s reagent) resulting in
conversion of an amine into a thiol. Reactive thiol groups may be introduced into the
ahtibody (or fragment thereof) by introducing one, two, three, four, or more cysteine
residucs (e.g., preparing mutant antibodies comprising one or more non-native cysteine
amino acid residues).

Antibody drug conjugates may also be produced by modification of the antibody to
introduce electrophilic moictics, which can react with nucleophilic substituents on the linker
reagent or drug. The sugars of glycosylated antibodies may be oxidized, e.g. with periodate
oxidizing reagents, to form aldchyde or ketone groups which may react with the amine
group of hnker reagents or drug moieties. The resulting imine Schiff base groups may form
a stable linkage, or may be reduced, e.g. by borohydride reagents to form stable amine
linkages. n onc embodiment, reaction of the carbohydratc portion of a glycosylated
antibody with cither glactose oxidase or sodium meta-periodate may yicld carbonyl
(aldehyde and ketone) gréups in the protein that can rcact with appropriate groups on the

orug (Hermanson, Bioconjugate Techniques). In another embodiment, proteins containing
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N-terminal scrinc or threonine residues can react with sodium meta-periodate, resulting in
production of an aldchyde in place of the first amino acid (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chemn. 3:138-146; US 5362852). Such aldchyde can be reacted with a drug
moiety or linker nucleophile.

Likewise, nucléophilic groups on a drug moiety include,.but arc not limited to:
amine, thiol, hydroxyl, hydrazide, oxime, hydrazine, thiosemicarbazone, hydrazine
carboxylate, and arylhydrazide groups capable of reacting to form covalent bonds with
clectrophilic groups on linker moicties and linker recagents including: (i) active csters such
as NHS esters, HOBt esters, haloformates, and acid halides; (ii) alkyl and benzyl halides
such ‘as haloacetamides; (iii) aldchydes, ketones, carboxyl, and maleimide groups.

' Alternatively, a fusion protein comprising the antibody and cytotoxic agent may be
made, e.g., by recombinant techniques or peptide synthesis. The lengfh of DNA may
comprise respective regions encoding the two portions of the conjugate cither adjacent onc
another or separated by a region encoding a linker peptide which docs not destroy the
desired properties of the conjugate.

In yet another embodiment, the antibody may be conjugated to a "receptor” (such
streptavidin) for utilization in tumor pre-targeting wherein the antibody-receptor conjugate
1s administered to the patient, followed b}lf removal of unbound conjugate from the
circulation using a-clearing agent and then administration of a "ligand" (c.g., avidin) which
is conjugated to a cytotoxic agent (e.g., a radionucleotide).

Covalent Modifications to DLL4 polypeptides

Covalent modifications of polypeptide antagonists or agoxﬁsts (c.g., a polypeptide
antagonist fragment, a DLL4 fusion molccule (c.g,, a DLL4 imunoz‘idhesin), an anti-DLL4
antibody), arc included within the scope of this invention. They may be made by chemical
synthesis or by enzymatic or chemical cleavage of the ﬁolypeptide, if applicable. Other
types of covalent modifications of the poiypeptide are introduced into the molecule by
reacting targeted amino acid residues of the polypeptide with an organic derivatizing agent
that is capable of reacting with selected side chains or the N- ar C-terminal residucs, or by
incorporating a modified amino acid or unnatural amino acid into the growing polypeptide
chain, e.g., Ellman et al. Meth. Eﬁzym. 202:301-3306 (1991); Noren et al. Science 244:182
(1989); and, & US Patent application publications 20030108885 and 20030082575.

Cysteinyl residues most commonly are rcacted with a-haloacelates (and
corresponding amines), such as chioroacetic acid or chloroacetamide, 1o give

carboxymethyl or carboxyamidomethyl derivatives. Cysteinyl residucs also are derivatized
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by reaction with bromotrifluoroacetone, u-bromo-B-(3-imidozoyl)propionic acid,
chioroacetyl phosphate, N-alkylmaleimides, 3-nitro-2-pyridyl disulfide, methyl 2-pyridy!
disulfide, p-chloromercuribenzoate, 2-chloromercuri-4-nitrophenel, or chloro-7-nitrobenzo-
2-oxa-1,3-diazole, ,

Histidyl residues are derivatized by reaction with diethylpyrocarbonate at pH 5.5-7.0
because this agent is relatively specific for the histidyl side chain. Para-bromophenacyl
bromide also is useful; the reaction is typically performed in 0.1 M sodium cacodylate at pH
6.0.

Lysinyl and amino-terminal residues are reacied with succinic or other carboxylic
acid anhydrides. Derivatiiatiorx with these agents has the effect of reversing the ¢harge of
the lysinyl residues. Other suitable reagents for derivatizing a-amino-containing residues
include imidoesters such as methyl picolinimidate, pyridoxal phosphate, pyridoxal,
chloroborohydride, trinitrobenzenesulfonic acid, O-methylisourca, 2,4-pentanedione, and
transaminase-catalyzed reaction with glyoxylate.

Arginyl residues are modified by reaction with one or several conventional reagents,
among them phenylglyoxal, 2,3-butanedione, 1,2-cyclohexancdione, and ninhydrin.
Derivatization of arginine residucs requires that the reaction be performed in alkaline
conditions because of the high pK, of the guanidine functional group. Furthenmore, these
reagents may react with the groups of lysinc as well as the arginine epsiton-amino group.

The specific modification of tyrosyl residues may be made, with particular interest
in introducing spectral labels into tyrosyl residues by rcaction with aromatic diazonium
compounds or tetranitromethanc. Most commonly, N-acctylimidizolc and
tetranitromethane are used to form O-acetyl tyrosyl species and 3-nitro derivatives,
respectively. Tyrosy! residues are iodinated using "*1 or **'I to prepare labeled proteins for
use in radioimmunoassay.

Carboxyl side groups (aspartyl or glutamyl) are selectively modified by reaction

- with carbodiimides (R-N=C=N-R"), where R and R* arc different alkyl groups, such as 1-

cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-4-cthyl) carbodtimide or 1-ethyi-3-(4-azonia-4 4-
dimethylpentyl) carbodiimide. Furthermore, aspartyl and glutamyl residues are converted
to asparaginyl and glutaminy! residues by reaction with ammonium ion;s..

Glutaminyl and asparaginyl residucs are frequently deamidated to the corrcsponding
glutamyl and aspartyl residucs, respectively. These residucs are deamidated under ncutral

or basic conditions. The deamidated form of these residucs falls within the scopé of this

invention.
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Other modifications include hydroxylation of proline and lysiné, phosphorylation of
hydroxyl groups of seryl or threonyl residues, methylation of the a-amino groups of lysine,
arginine, and histidine side chains (T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular
Properties, W.H. Freeman & Co., San_Francisco,-pp‘ 79-86 (1983)), acetylation of the N-
terminal amine, and amidation of any C-terminal carboxyl group.

Another type of covalent modification involves chemically or enzymaticaily
coupling glycosides to a polypeptide of the invention. These procedures are advantagcous
in that they do not require production of the polypeptide in a host cell that has glycosylation
capabilities for N- or O-linked glycosylation. Depending on the coupling mode used, the
sugar(s) may be attached to (a) érgininc and histidine, (b) frec carboxylr groups, (c) free
sulfhydryl groups such as those of cysteine, (d) free hydroxyl groups such as thase of
serine, threonine, or hydroxyproline, (¢) aromatic residucs such as thosc of phenylalanine,
tyrosine, or tryptophan, or (I) the amide group of glutamine. These methods arc described
in WO 87/05330 p‘ublished 1} Scptember 1987, and in Aplin and Wriston, CRC Crit. Rev.
Biochem., pp. 259-306 (1981).

Removal of any carbohydrate moicties present on a polypeptide of the invention
may be accomblished chemically or enzymaticaily. Chemical deglycosylation requires
cxposure of the polypeptide to the compound trifluoromethanesulfonic acid, or an

cquivalent compound. This treatment results in the cleavage of most or all sugars except

the finking sugar (N-acetylglucosamine or N-acetylgalactosamine), while leaving the

polypeptide intact. Chemical deglycosylation is described by Hakimuddin, et al. Arch.
Biochem. Biophys. 259:52 (1987) and by Edge et al. Anal. Biochem., 118:131 (1981).
Enzymatic cleavage of carbohydrate moieties, ¢.g., on antibodies, can be achieved by the
usc of a varicty of endo- and exo-glycosidases as described by Thotakura e af. Meth.
Enzymol. 138:350 (1987).

Another type of covalent modification of a polypeptide of the invention comprises
linking the polypeptide to onc of a variety of nonprotcinaccous polymers, e.g., polycthylene
glycol, polypropylene glycol, or polyoxyalkylenes, in the manner set forth in U.S. Patent
Nos. 4,640,835; 4,496,689; 4,301,144, 4,670,417, 4,791,192 or 4,179,337.

Pharmaceutical F-ormulations '

Therapeutic formulations comprising an antibody are prepared for storage by mixing
the antibody having the desired degree of purity with optional physiologically acceptable
carriers, excipients or stabilizers (Remington: The Science and Practice of Pharmacy 20th

edition (2000)), in the form of aqueous solutions, Iyophitized or other dried formulations.
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Acceplable carriers, excipients, or stabilizers arc nontoxic to recipients at the dosages and
concentrations employed, and include buffers such as phosphalte, citrate, histidine and other
organic acids; antioxidants including ascorbic acid and methionine; preservatives (such as
octadecyldimethylbenzyl ammonium chloride; hexamethonium chloride; benzalkonium
chloride, benzethonium chloride; phenol, butyl or benzyl alcohol; alkyl parabens such as
methyl ot propy! paraben; catechol; resorcinol; cycldhexanol; 3-pentanol; and m-cresol),
low molecular weight (less than about 10 residues) polypeptidces; proteins, such as sctum
albumin, gelatin, or immunoglobulins; hydrophilic polymers such as polyvinylpyrrolidonc;
amino acids such as glycine, glutamine, asparagine, histidine, arginine, or lysine;
moenosaccharides, disaccharides, and other carbohydrates including glucose, mannose, or
dexﬁins; chelating agents such as EDTA; sugars such as sucrase, mannitol, trehalose or

sorbitol; salt-forming counter-ions such as sodium; metal complexes (e.g., Zn-protein

complexes); and/or non-ionic surfactants such as TWEEN™ PLURONICS™ or

polyethylenc glycol (PEG).

The formulation herein may also contain more than one active compound as
nececssary fbr the particular indication being treated, preferably those with complementary
activities that do not adversely affect cach other. Such molecules are éuitably present in
combination in amounts that are cffective for the purpose intended.

The active ingredients may also be entrapped in microcapsule prepared, for
example, by coacervation techniques or by interfacial polymerization, for example,
hydroxymethylcellulose or gelatin-microcapsule and poly-(methylm&hacylate)
microcapsule, respectively, in colloidal drug delivery systems (for example, liposomes,
albumin microsphercs, microcmulsions, nano-particles and nanocapsules) or in
macroemulsions. Such techniques are disclosed in Remington: The Science and Practice of
Pharmacy 20th edition (2000).

The formulations to be used for in vivo administration must be sterile. This is
readily accomplished by filtration through sterile filtration membranes.

Sustained-release preparations may be prepared. Suitable examples of sustained-
release preparations include semipermeable matrices of 'solid hydrophobic polymers
containing the immunoglobulin, which matrices are in the form of shaped articlcs, ¢.g.,
films, or microcapsule. Examples of sustained-release matrices include polyesters,
hydrogels (for example, poly(2-hydroxyethyl-methacrylate), or poly(vinylalcohol)),
polylactides (U.S. Pat. No. 3,773,919), copolym.crs of L-glutamic acid and y ethyl-1.-
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glutamate, non-degradable cthylene-vinyl acetale, degradable lactic acid-glycolic acid
copolymers such as the LUPRON DEPOT™ (injectable microspheres composed of lactic
acid-glycolic acid copolymer and leuprolide acctate), and poly-D-(-)-3-hydroxybuiyric acid.
While polymers such as ethylenc-vinyl acetate and lactic acid-glycolic acid enable release
of molecules for over 100 days, certain hydrogels reléase proteins for shorter time periods.

When encapsulated immunoglobulins remain in the body for a long time, they may denature

. or aggregate as a result of exposure to moisture at 37°C, resulting in a loss of biological

activity and possible changes in immunogenicity. Rational strategies can be devised for
stabilization depending on the mechanism involved. For example, if the aggregation
mechanism is discovered to be intermolecular S-8 bond formation through thio-disulfide
interchange, stabilization may be achieved by modifying sulfhydryl residues, yophilizing
from acidic solutions, CdntrOlling moisturc content, using appropriatc additives, and
developing specific polymer matrix compositions.

[t is further contemplated that an agent useful in the invention can be introduced to a
subject by gene therapy. Gene therapy refers to therapy performed by the administration of
a nucleic acid to a subject, In gene therapy applications, genes are introduced into cells in
order to achieve in vive synthesis of a therapeutically cffective genctic product, for example
for replacement of a defective gene. "Gence therapy” includes both cohy_entional gene
therapy where a lasting effect is achieved by a single treatment, and the administration of
gene therapeutic agents, which involves the one time or repeated administration of a
therapeutically effective DNA or mRNA. Antisensc RNAs and DNAs can be used as
therapeutic agents for blocking the expression of certain gencs in vivo. See, e.g., DLL4-~
SIRNA described in the Examples. It has already been shown that short antisense

oligonucleotides can be imported into cells where they act as inhibitors, despite their low

“intracellular concentrations caused by their restricted uptake by the cell membrane.

(Zamecnik et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:4143-4146 (1986)). The oligonucleotides

- can be modified to enhance their uptake, e.g. by substituting their ncgatively charged

phosphodiester groups by uncharged groups. For gencral reviews of the methods of genc
therapy, sec, for example, Goldspiel et al, Clinical Pharmacy 12:488-505 (1993); Wu and
Wu éiptherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596
(1993); Mulligan Science 260:926-932 (1993); Morgan and Anderson Ann. Rev. Biochem.
62:191-217 (1993); and May TIBTECH 11:155-215 (1993). Mecthods commonly known in

the art of recombinant DNA technology which can be used arc described in Ausubel et al.
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- eds. (1993) Current Protocols in Molccular Biology, John Wiley & Sons, NY; and Kricgler

(1990) Gene Transfer and Ex[prcssion, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY.

Dosage and Administration

The molecules are administered to a human patient, in accord with known methods,
such as intravenous administration as a bolus or by continuous infusion over a period of
time, by intramuscular, intraperitoneal, intracerobrospinal, subcutaneous, intra-articular,
intrasynovial, intrathecal, oral, topical, or inhalation routes, and/or subcutancous
administration.

In certain embodiments, the treatment of the invention invelves the combined
administration of a DLL4 antagonist and one or more anti-cancer agents, e.g., anti-
angiogenesis agents. In onc embodiment, additional anti-cancer agents are present, ¢.g., onc
or more different anti-angiogenesis agents, one or more chemotherapeutic agents, cte. The
invention also contemplates administration of multiple inhibitors, c.g., multiple antibodies
to the same antigen or multiple antibodies to different cancer active molecules. In one
embodiment, 4 cocktail of different chemotherapeutic agents is administered with the DLL4
antagonist and/or one or more anti-angiogenesis agents. The combined administration
includes coadministration, using separate formulations or a single pharmaceutical
formulation, and/or consecutive administration in cither order, For example, a DLL4
antagonist may precede, follow, alternate with administration of the anti-cancer agents, or
may be given simultancously therewith. In one embodiment, there is a time peﬁod while
both (or all) active agents simultancously exert their biological activities.

For the prevention or treatment of disease, the appropriate dosage of DLL4
antagonist will depend on the type of disease to be treated, as defined above, the severity

and course of the disease, whether the inhibitor is administered for preventive or therapeutic

purposes, previous therapy, the patient’s clinical history and response to the inhibitor, and

the discrction of the attending physician. The inhibitor is suitably administercd to the
patient at onc time or over a scries of treatments. In a combination therapy regimen, the

compositions of the invention arc administered in a therapeutically effective amount or a

therapeutically synergistic amount. As used herein, a therapeuticaltly effective amount is

such that administration of a composition of the invention and/or co-administration of
DLL4 antagonist and one or more other therapeutic agents, results in-reduction or inhibition
of the targeting disease or condition. The effect of the administration of a combination of
agents can be additive. In one embodiment, the result of the administration is a synergistic

effect. A therapeutically syncrgistic amount is that amount of DLL4 antagonist and onc or
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more other therapeutic agents, ¢.g., an angiogenesis inhibitor, necessary o synergistically or
significantly reduce or eliminate conditions or symploms associated with a particular
disease.

Depending on the type and severity of the disease, about | pg/kg to 50 mg/kg (c.g.
0.1-20mg/kg) of DLL4 antagonist or angiogenesis inhibitor is an initial candidate dosage
for administration to the patient, whether, for example, by one or more separate
administrations, of by continuous infusion. A typical daily dosage might range from about
} ng/kg to about 100 mg/kg or more, depending on the factors mentioned above. For
repeated administrations over several days or longer, depending on the condition, the
treatment is sustained until a desired suppression of disease symptoms occurs. However,
other dosage regimens may be useful. Typically, the clinician will administered a
molecule(s) until a dosage(s) is reached that provides the required biological effect. The
progress of the therapy of the invention is easily monitored by conventional techniques and
assays. |

‘For example, preparation and dosing schedules for angiogenesis inhibitors, ¢.g.,
anti-VEGF antibodies, such as AVASTIN® (Genentech), may be used according to
manufacturers’ instructions or determined empirically by the skilled practitioner. In another
example, preparation and dosing schedules for such chemotherapeutic agents may be used
according to manufacturers’ instructions or as determined empirically by the skilied
practitioner. Preparation and dosing schedules for chemotherapy are also deseribed in
Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992).

LEfficacy of the Treatment

The cificacy of the treatment of the invention can be meaéured by various endpoints
commonty used in evaluating ncoplastic or nan-neoplastic disorders. For exampie, cancer
treatments can be evaluated by, e.g., but not limited to, tumor regression, tumor weight or
size shrinkage, time to progression, duration of survival, progression free survival, overall
response rate, duration of response, and quality of life. Because the anti-angiogenic agents
described herein target the tumor vasculature and not necessarily the neoplastic cells
themselves, they represent a unique class of anticancer drugs, and therefore can require
unique measures and definitions of clinical responses to drugs. For example, tumor
shrinkage of greater than 50% in a 2-dimensional analysis is the standard cut-off for
declaring a response. However, the inhibitors may cause inhibition of metastatic spread
without shrinkage of the primary tumor, or may simply exert a tumouristalic cffect.

Accordingly, approaches to determining efficacy of the therapy can be employed, including
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for example, measurement of plasma or urinary markers of angiogenesis and measurement
of response through radiological imaging.

The following Examples arc offered for illustrative purposes only, and are not
intended to limit the scope of the present invention in any way.

The disclosures of all patent and literature references cited in the present

specification are hereby incorporated by reference in their entirety.

EXAMPLES

Commercially available reagents referred to in the Examples were used according to
manufacturer's instructions unless otherwisc indicated. The source of those cells identificd
in the following Examples, and throughout the specification, by ATCC accession numbers
is the American Type Culture Collection, Manassas, VA 20108. References cited in the
Examplcs are listed following the examples. All references cited herein arc hercby
incorporated by reference. 7

Example 1: Materials and methods

The following materials and methods were used in the Examples.

HUVEC fibrin gel bead assay. Details of the HUVEC fibrin gel bead assay have
been described (Nakatsu, M. N. et al. Microvasc Res 66, 102-12 (2003). Briefly, Cylodex 3
beads (Amersham Pharmacis Biotech) were coated with 350-400 HUVECs per bead. About
200 HUVEC-coated beads were imbedded in fibrin clot in one well of 12-well tissuc culture
platc. 8X 10" SF cells were plated on top of the clot. Assays were terminated between day 7
and day 9 for immunostaining and imaging. In some experiments, HUVEC sprouts were
visualized by staining with Biotin-anti-CD31 (clonc WMS59, cBioscience) and strepavidin-
Cy3. For HUVEC nuclei staining, fibrin gels were fixed overnight in 27% paraformaldehyde
(PFA), and stained with 4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAP1, Sigma). For Ki67 staining,
fibrin gels were treated with 10X trypsin-EDTA for 5 min to remove the top layer SF,
ncutralized with 10% FBS’in PBS, and fixed overnight in 4% PFA, Fibnn gels were then
blocked with 10% goat serum in PBST for 4 hr, incubated overnight with rabbit anti-mouse
Ki67 (Ready-To-Use, clone Sp6, LabVision), followed by secondary detection with anti-
rabbit IgG-Cy3 (Jackson ImmunoResearch). All overnight incubations were done at 4°C.

Mouse neonatal retina study. Nconatal CD1 micc from the samc litters were
injected i.p. with PBS or Y\W26.82 (10 mg/kg) on P1 and P3. Eyes were collected on P53,
and fixed with 4% PFA in PBS overnight. The dissected retinas were blocked with 10%

goat serum in PBST for 3 hrs, then incubated overnight with primary antibodics. The
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primary cocktail included biotinylated isolectin B4 (25 pg/ml, Bandeiraca simplicifolia;
Sigma), and one of the following: rabbit anti-mouse Ki67 (1:1, ready-to-use, clane Sp6, Lab
Vision), or mouse Cy3-conjugated anti-alpha SMA (1:2000, Sigma-Aldrich), with 10%
serum in PBLEC (1% Triton X-100, 0.1 mM CaCly, 0.1 mM MgCl,y, 0.1 mM MnCl,, in
PBS pH6.8). Retinas were then washed in PBST, and incubated overnight with secondary
antibody combination of Alexa 488 streptavidin (1:200; Molecular Probes) and Cy3-anti-
rabbit TgG (1:200; Jackson ImmunoResearch). After staining was completed, retinas were
post fixed with 4% PFA in PBS. All overnight incubations were done at 4°C. Imagcs of flat
mounted retinas were captured by confocal fluorescence microscopy.

Tumor models. Beige nude female mice of 8- to 10-weck-old were used. To obtain

" subcutaneous tumors, mice were injected with 0.1 ml cell suspension containing 50%

matrigel (BD Bioscience) into the right posterior flank. 5X10° human colon cancer HM?7
cells, 10X 10° human colon carcinoma Colo205 cells, 10X10° human hung carcinoma Calu6
cells, 10X10% human lung carcinoma MV-522 cells, 10X 10°% mouse lcukemia WEHI-3 cells,
10X10° mouse lymphoma EL4 cells, 10X10° human ovarian cancer SK-OV-3 X1 cclls,
10X10° mouse lung cancer LL2 cells, 10X10° leukemia/lymphoma EL4 cells, or 10X 10°
non-small lung cancer H1299 cells were injected into each mouse. For human melanoma
MDA-MB-435 model, mice were injected into the mammary fat pad with 0.1 ml cell
(5X10% suspension containing 50% matri gei.‘Anti-DLLll antibody YW?26.82 was
administered via i.p. (10 mg/kg body weight, twice weekly). For the following tumor
models, each test mouse receivgd a subcutaneous tumor fragment (1 mm?®) implanted in the
right flank: non-smalt lung cancer SKMES-1, human breast cancer MX-1, human colorcctal
cancer SW620 and human adenocarcinoma LS174T. The tumor growth was quantitated by
caliper measurcments, Tumor volume (mm*) was determincd by measuring the length (1)
and width (w) and calculating the volume (V¥ = Iw2/2). 10 to 15 animals were included in
each group. Statistical comparison of treatment groups was performed using two-tailed

Student’s t-test.

Tumor vascular labeling and immunohistochemistry. Mice were anesthetized

with Tsoflurane. FITC-lubeled Lycopersicon Esculentum Lectin (150 pg in 150 pl of 0.9%

NaCl; Vector Laboratorics) was injected i.v, and allowed to circulate for 5 min befare
systemic perfusion. The vasculature was perfused transcardially with 1% PFA in PBS for 3
min. Tumors werc removed and post fixed by immersion in the same fixative for 2 hr,

followed by an incubation in 30% sucrose overnight for cryoprotection, then embedded in
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OCT. Scctions (4um thickness) were stained with anti-mouse CD31 (1:50, BD
Pharmingen), followed by Alexa 594 goat anti-rat IgG (1:800, Molecular Probes).

" Histology and immunohistochemistry of mouse intestines. Formalin-fixed and

paraffin-embedded mouse small intestine tissues were sectioned at 3 wm thickness.

Histochemical identification of intestinal cell types was performed with Alcian bluc as
recommended by the manufacturer (PolyScientific). For anti-Ki67 staining, sections were
pretreated with Target Retrieval Solution (81700, DAKO), and incubated with rabbit anti-
Ki67 (1:200, clonc SP6, Ncomarkers). Sccondary goat anti-rabbit at 7.5g/ml (Vector labs)
was detected with the Vectastain ABC Elite Kit (Vector labs). All Ki67 stained sections
were counterstained with Mayer’s hematoxylin. For HES-1 staining, anti-rat HES-1 (clone
NMI, MBL, Intcﬁmﬁonal), followed by TSA-HRP, was used.

RNA interference. SMARTpool small interfering RNA (siRNA) duplexes targeting
human DLL4 and Si Control Non-Target siRNA #2 were purchased from Dharmacon.
Transfection of siRNR duplexes (50 nM) was done with HUVECs at 40% confluency using
Optimem-1 and Lipfectamine 2000 (Invitrogen). FACS analysis was done 48 hr after
SiRNA {ransfection, The sequences of the 4 anti-DLL4 SMART pool siRNA were as
follows: _

CAACTGCCCTTATGGCTTTTT (SEQ ID NO: 5) (Oligo 1, sense),

AAAGCCATAAGGGCAGTTGTT (SEQ ID NO: 6) (Oligo 1, antisense),

CAACTGCCCTTCAATTTCATT (SEQ ID NO: 7) (Oligo 2, sense),

TGAAATTGAAGGGCAGTTGTT (SEQ ID NO: 8) (Oligo 2, antisense),

TGACCAAGATCTCAACTACTT (SEQ 1D NO: 9) (Oligo 3, scnse),

GTAGTTGAGATCTTGGTCATT (SEQ ID NO: 10) (Oligo 3, antisense),

GGCCAACTATGCTTGTGAATT (SEQ ID NO: 11) (Oligo 4, sense),

TTCACAAGCATAGTTGGCCTT (SEQ ID NO: 12) (Oligo 4, antiscnse).

Notch ligand : Notch bldcking ELISA. 96-well microtiter plates were coated with
recombinant rat Notch!-Fc (rrNotch1-Fc, R&D Systems) at 0.5 pg/m!. Conditioned
medium containing DLL4-AP (amino acid 1-404 of DLL4 fused to human placenta alkaiine
phosphatase) was used in the assay. To prepare conditioned medium, 293 cells were
transiently transfected with plasmid expressing DL14-AP with Fugen reagent (Roche
Molecular Biochcmkals). Five days posttransfection, the conditioned medium was
harvested, filtered and stored at 4°C. Purified antibodies titrated from 0.15 to 25 pg/ml
were preincubated for 1hr at room temperature with DLL4-AP conditioned medium at a

dilution that conferred 50% maximaily achievable binding to coated riNotch1-Fc. The
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antibady/DLL4-AP mixture was then added to rrNotch1-Fe coated plate for Thr at room
temperature, after which plates were washed several times in PBS. The bound DLL4-AP
was detected using 1-Step PNPP (Pierce) as substrate and OD 405 nm absorbance
measurement. ldentical assay was performed with DLL1-AP (human DLLI, amino acid 1-
443). Similar assays were carried out with purified DI.L4-His (C-terminal His-tagged
human DLL4, amino acid 1-404) and Jag!-His (R& D system). The bound His-tagged
ligands was detected with mouse anti-His mAb (1 pg/ml, Roche Molecular Biochemicals),
biotinylated goat-anti-mouse (Jackson ImmunoResearch) and Streptavidin-AP (Jackson
ImmunoResearch).

RNA extraction and Real-time quantitative RT-PCR. Extraction of total RNA
from HUVECs in 2-D culture was done using RNeasy Mini Kit {Qiagen) as per instructions
of the manufacturer. To extract total RNA from HUVECs growing in fibrin gels, fibrin gels
were treated with 10X trypsin-EDTA (Gibceo) for 5 imin to remove the top layer fibroblasts,
followed by neutralization with 10% FBS in PBS. The gel clots were then removed from
tissuc culture wells and subjected to centrifugation (10K for 5 min) in microtubes to remove
excessive fluid. The resulting gel “peliets” were lysed with 1ysis buffer (RNeasy Mini Kit),
and further processed as with HUVECs in 2-D culture. The quality of RNA was asscsscd
using RNA 6000 Nano Chips and the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).
Real-time quantitative RT-PCR reactions were done in triplicate using 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Human GAPDH was used as reference gene for
normalization. The expression levels are expressed as the mean (£SEM) fold mRNA
changes relative to control from 3 separate determinations. The forward and reverse prilﬁcr
and probe sequences for VEGFR2, TGFf2 and GAPDH were as follows.

TGFb2 .

Forward: GTA AAG TCT TGC AAA TGC AGC TA (SEQ IDNO: 13)

Reverse: CAT CAT CAT TAT CAT CAT CAT TGT C (SEQ ID NO: 14)

Probe: AAT TCT TGG AAA AGT GGC AAG ACC AAA AT (SEQ ID NO: 15)

VEGFR2

Forward: CTT TCC ACC AGC AGG AAG TAG (SEQ ID NO: 16)

Reverse: TGC AGT CCG AGG TCCTTT (SEQ ID NO: 17)

Probe: CGC ATT TGA TTT TCA TTT CGA CAA CAG A (SEQ ID NO: 18)

GAPDH

Forward: GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC (SEQ ID NO: 19)
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Reverse: GAA GGT GAA GGT CGG AGT C (SEQ ID NO: 20)

Probe: CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC (SEQ ID NO: 21)

Example 2: Generation of phage anti-DIL.L4 antibodies

Synthetic phage antibody libraries were built on a single framework (humanized
anti-ErbB2 antibody, 4D5) by introd'ucing diversity within the complementarity-
determining regions (CDRs) of heavy and light chains (Lee, C. V. et al. J Mol Biol 340,
1073-93 (2004); Liang, W. C. et al. ] Biol Chem 281, 951-61 (2006)). Platc panning with
naive libraries was performed against His-tagged human DLL4 (amino acid 1-404)
immobilized on maxisorp immunoplates. After four rounds of enrichment, clones were
randomly picked and specific binders were identified using phage ELISA. The resuiting
hDLI.4 binding clones were further screcned with His-tagged murine DLL4 protein to
identify cross-species clones. For each positive phage clone, variable regions of heavy and
light chains were subcloned into pRK expression vectors that were enginecered to express
full-length TgG. chains. Heavy chain and light chain constructs were co-transfecied into 293
or CHO cells, -and the expressed antibodies were purified from serum-free medium using
protein A affinity column, Purified antibodies were tested by ELISA for blocking the
interaction between DLL4 and rat Notch1-Fc, and by FACS for binding to stable cell lines
expressing either full-length human DLL4 or murine DLL4, For afﬁnity maturation, phage

libraries with three different corabination of CDR loops (CDR-L3, -H1, and —H?2) derived

- from the initial clone of interest were constructed by soft randomization strategy so that

each sclected position was mutated to a non-wild type residuc or maintained as wild type at
about 50:50 frequency (Liang ct al., 2006, above). High affinity clones were then identificd

through four rounds of solution phase panning against both human and murine His-tagged

~ DLLA proteins with progressively increased stringency.

Example 3: Characterization of anti-DL1L4 antibody

Epitope mapping of anti-DL.1L4 Mab YW26.82: Anti-DLL4 Mab 26.82 recognized a
binding determinant present in EGF-like repeat number 2 (EGL2) of the human DLL4
extracellular domain (ECD). EGL2 comprises amino acids 252-282 of the human DLL4
ECD. Briefly, DLL4 ECD mutants werc expressed as alkaline phosﬁhatése fusion proteins
and binding to antibody as assessed. Fig 5a depicts a schematic represcntation of a set of
DLL4 mutants expressed as C-terminal human placental alkaline phosphatasc (AP) fusion
proteins. Parentheses indicate DLL4 sequences included in the fusion prc;tcins. 2937 cell
conditioned media containing the fusion proteins were tested on 96—wcﬂ microtiter plates

coated with purified anti-DLL4 Mab (YW26.82, 0.5 pig/ml). The bound DLL4 AP was
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detlected using 1-Step PNPP (Pierce) as substrate and OD 405 nm absorbance mcasurcment.
Mab YW26.82 bound constructs comprising the DLL4 EGL2 domain alnd did not bind a
construct facking the DLL4 EGL2 domain. This demonstrated that anti-DLL4 Mab YW
26.82 recognized an epitope in the EGL2 domain of‘the human DLL4 ECD.

Mab YW26.82 selectively binds to mouse and human DLL4. 96-well Nunc
Maxisorp plates were coated with purified recombinant proteins as indicated (1 pg/mi). The
binding of YW26.82 at indicated concentrations was measured by ELISA assay. Bound
antibodies were dcteotca with anti-human antibody HRP conjugate using TMB as substratc
and OD 450 nm absorbance measurement. Anti-HER2 apd recombinant ErbB2-ECD were
used as assay control (Figure 5b). The results of this experiment arc shown in Figurc 5b.

The Mab YW26.82 bound human and mouse DLL4, and did not detectably bind to human

DLLI and human JAG!. These results demonstrated that Mab YW26.82,selectively binds

to DLL4.

FACS analysis of 293 cells transiently transfected with vector, full length DLLA4,
Jagl or DLLI also demonstrated that Mab YW26.82 sclectively bound to DLL4. As shown
in Figure 5¢, significant binding of YW26.82 was only detected on DLM transfected cells
(top panel). Significant binding was not detected on DLL1 or Jagl transfected cells.
Expression of Jagl and DLL1 was confirmed by the binding of recombinant rat Notchl-Fc
(rrfNotch 1-Fe, middle panel) and recombinant rat Notch2-Fe (rrNotch2-Fe, bottom panel),
respectively. YW26.82, rrNotch1-Fe or rrNotch2-Fe (R& D system) were used at 2 pg/ml
followed by goat anti-human IgG-PE (1:500, Jackson ImmunoResearch).

Competition experiments demonstrated that Mab YW26.82 cffectively and
selectively blocked the interaction of Notch with DLL4, but not other Notch ligands. As
shown in Figure 5d, anti-DLL4 Mab blocked the binding of DLL4-AP, but not DLL1-AP,
to coated rNotchl, with 4 calcutated 1C50 of ~12 nM (left panel). Anti-DLL4 Mab blocked
the binding of DLL4-His, but not Jagl-His, to coated rNotch1, with a (J;alculmcd 1C50 of ~8
nM (right panel),

Anti-DLL4 Mab YW26.82 specifically bound to endogenously expressed DLL4 in
Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). FACS analysis of HUVECS transfeeted
with control or DL.L4-specific siRNA was performed. YW26.82 was used at 2 pg/mi,

followed by goat anti-human 1gG-PE (1:500, Jackson 't1n111u110Rcsca1'c}1), The results of this

experiment arc shown in Figure 5¢. Binding was observed to untransfecied HUVECs
(control) and to HUVECs transfected with a control siRNA. By contrast, binding was
significantly reduced in HUVECs transfected with DLL4 siRNA. These experiments
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demonstrated that anti-DLL4 Mab YW26.82 specifically binds to endogenously expressed
DLL4 in HUVEC.

Example 4: Treatment with anti-D1.L4 antibody increased endothelial cell

proliferation in vitro

Human umbilical vein endothelial cclls (HUVECS) growing in fibrin gels in the

.presence of co-cuftured human skin fibroblast (SF) cells generate sprouts with a distinct

lumen-[ike structu‘rc (Nakatsu, M. N. et al. Microvasc Res 66, 102-12 (2003)). Addition of

anti-DL.L4 antibody YW26.82 markedly increased the length and number of sprouts (Fig.
l1a). Proteolytic prbcossing of Notch, catalyzed by the y-secretase activity of a protein
complex, is an essential step during Notch activation (Baron, M. Semin Cell Dev Biol 14,
113-9 (2003)). Interestingly, the y-secretase inhibitor dibenzazepine (DBZ) (van Es, J. H. et
al. Nature 435, 959-63 (2005); Milaﬁo, J. et al. Toxicol Sci 82, 341-38 (2004)) had the
same effect on HUVEC sprouting. Given the distinct mechanisms of these two trcatments,
the enhanced sprouting was clearly attributable to the attenuation of Notch signaling. Ki67
staining revealed that the enhanced EC sprouting was due to elevated cell proliferation (Fig.
1b). In the original fibrin gel assay, HUVEC sprouting and subsequent lumen formation are
supported by cocultured SF cells. By replacing SF celts with conditioned medium, both
anti-DLL4 Mab and DBZ werc still able to enhance HUVEC sprouting (Fig. 1¢), supporting
an EC autonomous role of DLL4/Notch signaling. In the converse cxperiment, activation of
Notch by immobilized DLL4 protein resulted in significant growth inhibition (Fig. Ic).
These findings suggest that the activation status of DLL4/Notch signaling is closcly
associated with EC prolifcration, '

Example §5: Treatment with anti-DLL4 antibody increased endothelial cell
pr()lifération in vivo

Early postnatal mouse retina develops a stereotypic vascular pattern in a well-
defined sequence of events (Stone, J. & Dreher, Z. ] Comp Neurol 255, 35-49 (1987);
Gerhardt, H. et al. J Cell Biol 161, 1j63~77 (2003); Fruttiger, M. Invest Ophthalmol-\/is Sei
43, 522-7 (2002)). Prominent and dynamic expression of DLL4 in growing ECs in the
neonatal retinas suggests a possible role for DLLA4 to regulate retinal vascular development
(Claxton, S. & Fruttiger, M. Gene Expr Patterns 5, 123-7 (2004)), Systemic delivery of
YW?26.82 causcd a profound altcration of retinal vasculaturc. A massive accumulation of
ECs occurred in the retina, generating a shect-like structure with primitive vascular

morphology (Fig. 1d). A significant increase of Ki67 labeling in ECs was abserved,
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indicating elevated EC proliferation (Fig. 1h). Therefore, this hyperproliferative phenotype
of retinal ECs upon DLL4 blockade in neonatal mice corroborated the in vitro findings.

Example 6: Essential role of DLL4/Notch in regulating epithelial cell
proliferation

VEGF controls several fundamental aspects of ECs (Ferrara, N. Exs, 209-31 (2005);
Coultas, L. ct al. Nature 438, 937-45 (2005)). 1t’s less understood, however, how VEGF
signaling is integrated into the complex vascular processes, such as arteriovenous (AV)
differentiation and hicrarchical vascular organization, cvents evidently demanding
additional highly coordinated signaling pathways. Genetic studies in zebra fish suggest that
VEGT acts upstream of the Notch pathway during arterial endothelial differentiation
(Lawson, N. D. et al. Development 128, 3675-83 (2001)). We found that VEGF stimulation
of HUVEC caused increased surface expression of DLL4 (data not shown), consistent with
a recent report on the upregulation of DLL4 mRNA by VEGF stimulation (Patel, N. S. ct al.
Cancer Res 65; 8690-7 (2005)). Intriguingly, DLL4 itself is upregulated following Notch
activation (Figure 6), suggesting a positive-feedback mechanism by which DLL4
effectively relays VEGF signaling to Notch pathway. Bnefly, HUVECs were stimulated by
immobilized C-terminal His-tagged human DLL4 (amino acids 1-404) in the abscnce or
presence of DBZ (0.08 uM). 36 hr afier stimulation, endogenous DLL4 expression was
cxamined by FACS analysis with anti-DLL4 antibody.

Notably, the hyperproliferation of ECs resulting from blocking Notch signaling was
still dependent on VEGF. In the 3-D fibrin gel culture, treatment with anti-VEGF Mab
abolished most of the EC sprouting, either in the presence or absence of DBZ (Fig. 1),
raising the possibility that the hyperproliferative behavior could be in part due to enhanced
VEGF signaling. Indeed, blocking of Notch by YW26.82 or DBZ resulted in upregulation
of VEGFR2 (Fig..1g). Conversely, activation of Notch by immobilized DLL4 suppressed
the expression of VEGFR2 (Fig. 1g). Thercfore, while VEGF can act upstream of
DLL4/Notch pathway, DLL4/Noich is capable of fine-tuning the responsc through
negatively regulating VEGFR2 expression.

Example 7: Treatment with anti-DLL4 antibody blocked endothelial cefl
differentiation and blocked arterial development

Besides the increase in EC proliferation, antagonizing DLL4/Notch causcd a
dramatic morphological change of EC sprouts in fibrin gel. The multicellular lumen-like
structures were mostly absent (Fig. 2a), suggesting defective EC differentiation. In the Mab

YW26.82-treated rctinas, the characteristic pattern of radially alternating arterics and veins
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was scverely disrupted. Anti-a smooth muscle actin (ASMA) staining, which is associated
with the retinal arteries, was completely absent (Fig. 2¢). This observation was remarkably
similar to the defective arterial development in DLL4+/- embryos. These findings, from
different angles, highlighted the essential role of DLL4/Notch in regulating EC
differentiation.

Example 8: TFGP expression was linked to activation status of Notch

Similar to Notch pathway, TGP signaling is context dependent and has diversc and
often opposing cffects on cell differentiation, proliferation and growth inhibition. Morcover,
the TGFB pathway has been implicated in vascular processes (Urness, L. D. ct al, Nat Genet
206, 328-31 (2000); Oshima, M. et al, Dev Biol 179, 267-302 (1996), Larsson, J. ct al. Embo
320, 1663-73 (2001)). For instance, deficiency of Activin receptor-like kinase 1 (ALK, un
EC specific type 1 TGFQ receptor, resulted in a primitive EC network in the yotk sacs and
arteriovenous malfunction (AVM), a phenotype shared by mice with defective Noteh
signaling (Urness, L D. et al, Nat Genet 26, 328-31 (2000); Iso, T. et al, Arterioscler
Thromb Vasc Biol 23, 543-53 (2003)). This led us to investigate the possible connection
between these two(pathways. We found that the expression of TGF(2 (Fig. 2b) was tightiy
linked to the activation status of Notch, suggesting that TGFf pathway could act

downstream of Notch pathway. Together, our findings support a model wherein the

. DLLA/Notch axis, serving as a “signaling router”, integrates VEGF signaling through

regu!atihg DLL4 expression and engages TGFP pathway to promote EC differentiation.

Example 9: Treatment with anti-DLL4 antibody inhibited tumor growth in

-vivo

To dircetly address the possible role of DLL4/Notch signaling during tumor
angiogenesis, we investigated the impact of biocking DLL4 on tumor growth in preclinical
tumar models (Figs. 3a-d). In HM7, Colo205 and Calu6 xenograft tumor models (Figs. 3a-
¢), YW26.82 treatment was initiated after tumor establishment (2250 mm® in tumor size). In
all three models, a separation in growih rates between the control and treatment groups
became évidcnt three days after dosing. The tumor volume of the treatment group remained
static over two weeks of treatment. In addition to subcutaneous tumors, anti-DLL4 Mab
also inhibited tumars growing in mouse mammary fat pads. In the MDA-MB-435 tumor
model, treatment was started 14 days post tumor cell injection. A difference in tumor
growth curves between the control and treatment groups was evident within six days after

dosing and became increasingly significant as treatment continued (Fig.3d).
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We also investigated the impact of blocking DLL4 and/or VEGF on numcrous
tumor growth in preclinical tumor models (Figs. 3e-f; i-p). [n MV-522 and WEHI3
xenograft tumor models, YW26.82 treatment and/or anti-VEGF treatment was initiated after
tumor establishment (=250 mm® in tumor size). In the MV-522 model, both YW26.82 and
anti-VEGF treatment inhibited tumor growth individually, but the combination of the two
treatments was most effective. In the WEHI3 model, anti-VEGF treatment showed no
cffect on tumor growth whereas treatment with YW26.82 showed significant inhibition of
tumor growth. In the SK-OV-3X1, LL2, EL4, H1299, SKMES-1, MX-1, SW620 and
LS174T models, YW26.82 treatment (5 mg/kg, IP, twice weekly) and/or anti-VEGF
treatment (5 mg/kg, 1P, twice weekly) was administered after establishment of the tumors.
In cach of these models, YW26.82 treatment inhibited tumor growth alpnc. Furthermore, in
all of these modelé where the combination was tested, YW26.82 exhibited enhanced
cfficacy in combination with anti-VEGF.

Example 10: Treatment with anti-DI.L4 antibody increased tumor endothelial
cell proliferation

In light of the tumor growth inhibition, we used the EL4 mouse lymphoma tumor
model for vascular histology studics. We found that anti-DLL4 Mab trcaiment resulted in a
dramatic increase in endothelial cell density (Fig.3g). in contrast, anti-VEGF had a
completely opposite effect (Fig.3g), although both treatments exhibited similar efficacy in
this model. |

Example 11: Treatment with anti-DLL4 antibody inhibited tumor vascular
perfusion '

Since in vitro blocking of DLL4/Notch pathway impaired the formation of lumen-
like structure by ECs (Fig. 2a), it was investigated whether treatment with anti-DLL4 Mab
caused similar defect in the tumor vasculature and affected efficient blood flow. Systemic
perfusion with FITC-letin revealed that anti-DLL4 Mab treatment resulted in marked
reduction of lectin labeling of tumor vessels (Fig. 3h). Noiébly, it has béen shown that
arteriovenous malfunction in ALK -deficient mice causes anomalous blood circulation
(Urness, L. D. et al, Nat Genet 26, 328-31 (2000Y). Given the critical role of DLL4/Noich
signaling in AV differentiation, both in embryos and early postnatal retinas, anti-DLL4 Mab
could impact cell fate spcciﬁcaﬁon of tumor ECs and cause defective directional blood
flow. indecd, in an.ti-DLL4 Mab treated Colo205 tumors, there were regions where high EC

density was associated with low viable tumor cell content, implicating poor vascular

-104-



15

20

25

30

\

WO 2007/143689 ) PCT/US2007/070516

function. Further studies utilizing vascular imaging techniques are needed to gain insights
into the precise vascular defects.

Example 12: DLL4/Notch is dispensable in homeostasis of the mouse intestine

A major concern about global inhibition of Notch is that it may be deleterious, given
the pleiotropic roles of Notch signaling in regulating the homeostasis of postnatal self-
renewal systems. For instance, Notch signaling is required to maintain undifferentiated
crypt progenitor cells in intestines (van Es, J. H. et al. Naturc 435, 959-63 (2005); Frc, S. ct
al. Nature 435, 964-8 (2005)). Indecd, y-sccretase inhibitors, which would indiscriminalely

block all Notch activities, cause unwanted side effects in rodents duo to a massive increase

in goblet cells within the crypt compartment (Milano, J. et al. Toxicol Sci 82, 341-58
(2004);, Wong, G. T. et al. J Biol Chem 279, 12876-82 (2004)). We cxamined the small
intestines of mice treated with anti-DLL4 Mab by immunohistochemistry analyses. In
contrast to DBZ treatment, no differences in epithelial crypt cell differentiation or
proliferation profiles were identified between anti-DLL4 Mab and control groups afler six
weeks of treatment (Fig.4). Furthermore, anti-DLL4 Mab did not alter the cxpression of the
Notch target gene HES-1 in the rapidly dividing transit amplifying (TA) population (Fig.4).
These results support the notion that DLL4/Notch signaling is largely restricted to the

vascular system.

Example 13: Treatment with anti-DL.L4 antibody dees not impact adult retinal
vasculature

While blocking of DLL4 had a profound impact on the retinal vascular development
th nconatal mousc, administration of anti-DLL4 antibody has no visible impact on adult
retinal vasculature (Fig. 2d). Thus, DLL4/Notch signaling is critical during active
angiogenesis, but plays a less important role in normal vessel maintenance. In agreement
with this notion, during the course of anti-DLL4 Mab treatment, no apparent weight loss or
antmal death was observed in tumor-bearing micc when dosed at 10 mg/kg twice per week
for up to 8 weeks. In tumor models, anti-D1LL4 Mab and anti-VEGF exhibit opposite cffects
on tumor vasculature, suggesting non-overlapping mechanisms of action.

The foregoing written specification is considered to be sufficient to enable one
skilled in the art to practice the invention. However, various modifications of the invention
in addition to thosc shown and described herein will be apparent to those skilled in the art

from the foregoing description and fall within the scope of the appended claims.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A method for treating a tumor, cancer, or cell proliferative disorder comprising
administering an cffective amount of a DLL4 antagonist to a subject in need of such

treatment, whereby the tumor, cancer or cell proliferative disorder is treated.

2. The mcthod of claim 1, wherein the tumor, cancer or cell proliferative disorder is

colon cancer, lung cancer, melanoma or lymphoma.,

3. A method for treating a pathological condition associated with angiogenesis
comprising administering an cffective amount of a DLL4 antagonist to a subject in nced of
such treatment, whereby the pathological condition associated with angiogenesis is treated,
wherein the DLL4 antagonist is capable of stimulating endothelial cetl proliferation,
inhibiting endothelial cell differentiation, inhibiting arterial development, or inhibiting

vascular perfusion.

4. The mcthod of claim 3, wherein the pathological condition assoctated with

angiogenesis is a tumor, a cancer, and/or a cell proliferative disorder.

5. The method of claim 3, wherein the pathological condition associated with

angiogencsis is an intraocular neovascular discase,

6. A method for stimulating endothelial cell proliferation in a subject in necd of
such trcatment comprising administering an effective amount of a DLL4 agonist to the

subject, whereby endothelial cell proliferation is stimulated.

7. A method for reducing or inhibiting endothelal cell differentiation in a subject in
need of such treatment comprising administering an effective amount of a DLL4 antagonist

to the subject, whereby endotheliat cell differcntiation is inhibited.

8. A method of reducing or inhibiting artcrial development in a subject in need of

such treatment comprising administering an effective amount of 2 DLL4 antagonist to the

subject, whereby arterial development is inhibited.
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9. A method of reducing or inhibiting tumor vascular perfusion in a subject in need
of such treatment comprising administering an effective amount of a DLL4 antagonisi to the

subject, whereby tumor vascular perfusion is inhibited.

10. The method of any of claims 1-9, further comprising administering to the

subject an effective amount of an anti-angiogenic agent.

11. The method of claim 10, wherein the anti-angiogenic agent is administered prior

to or subsequent to the administration of the DILL4 antagonist.

12. The method of claim 10, wherein the anti-angiogenic agent i8 administered

concurrently with the DLL4 antagonist.

13. The method of any of claims 10-12, wherein the anti-angiogenic-agent is an

antagonist of vascular endothelial cell growth factor (VEGF).

14. The method of claim 13, wherein the VEGF antagonist is an anti-VEGF
antibody.

15. The method of claim 14, wherein the anti-VEGF antibody is bevacizumab.

16. The method of any of claims 1-15 further comprising administering an cffective

amount of a chemotherapeutic agent.

17. A method of enhancing efficacy of an anti-angiogenic agent in a subject having
a pathological condition associated with angiogenesis, comprising administering to the
subject an effective amount of a DLL4 antagonist in combination with the anti-angiogenic

agent, thereby enhancing said anti-angiogenic agent’s inhibitory activity.

18. The method of claim 17, wherein the pathological condition associated with

angiogenesis is a tumor, a cancer, and/or a cell proliferative disorder.

19. The method of claim 17, wherein the pathological condition associated with

angiogenesis is an intraocular ncovascular discase.
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20. The method of any of claims {-19 wherein the DLL4 antagonist is an anti-DLL4
antibody. |

21. The method of any of ciaims 1-19 wherein the DLL4 antagonist is a DL1L4

immunoadhesin.

22. The mcthod of claim 20, wherein the DLL4 antibody is a monoclonal antibody.

23. The mcthod of claim 20,‘whcrcin the DLL4 antibody is a human antibody, a

humanized antibody, or a chimeric antibody.

24. The method of claim 20, wherein the DLL4 antibody is an antibody fragment.

25. The method of claim 24, whercin the antibody fragment is a Fab, Fab', Fab™-SH,
F(ab",, or scFv.
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<110> GENENTECH, INC.
YAN, Minhong

<120> COMPOSITIONS AND METHODS FOR MODULATING VASCULAR DEVELOPMENT
<130> P2372RL

<150> us 60/811, 357

<151> 2006-06-06

<150> Us 60/866,767
<151> 2006-11-21

<160> 21
<210> 1
<211> 115
<Z21Z2> PRT
<213> Artificial sequence
<220>
<223> antibody sequence
<400> 1
Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly
1 . 5 10 15-
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr
20 25 30
Asp Asn Trp Ile Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
. 35 40 45
Glu Trp val Gly Tyr Ile Ser Pro Asn Ser Gly Phe Thr Tyr Tyr
50 55 60
Ala Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser
65 70 75
Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
80 85 90
Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Asn Phe Gly Gly Tyr Phe
95 100 105
Asp Tyr Trp Gly GlIn Gjy Thr Leu val Thr
- 110 115
<210> 2
<211> 109
<212> PRT
<213> Artificial sequence
<220> _
<223> antibody. sequence
<400> 2
Asp Ile GIn Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val

1 5 10 15
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Gly
Thr
Leu
Arg
ser
Gln
Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
cnca

<210>
<211>
<212>
<213>

<2205
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
aata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

GENENLAW-#245846-v1-P2372R1_SequencelListing

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala
25

20

Ala val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys

35

Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Phe Leu

50
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65
ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala
80
Ser Tyr Thr Gly Thr val Thr phe
95
Ile Lys Arg
3
6
DNA
Aartificial sequence
sequence is synthesized
CAAT_signal modified_base
2 o
CAAT box
3
at 6 \
4
6
DNA
Artificial sequence
sequence is synthesized
polyA_signal
Fu1¥
polyadenylation signal
4
aa 6
5
21
DNA
Artificial sequence
STRNA
5

caactgccct tatggetttt t 21

Pro
40

Tyr
55

ASp
70

Thr
85

Gly
100

Ser Gln Asp val Ser
30

Gly Lys Ala Pro Lys
45
ser Gly val Pro Ser
60

Phe Thr Leu Thr Ile
75

Thr Tyr Tyr Cys Gln
90

GIn Gly Thr Lys val
105
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<210> 6

<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220>
<223> SiRNA -

<400> 6
aaagccataa gggcagttgt t

<210> 7

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> SiRNA

<400> 7 :
caactgccct tcaatttcat t

<210> 8
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> STRNA

<400> 8
tgaaattgaa gggcagttgt t

<210> 9

<211> 21

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> SiRNA

<400> 9
tgaccaagat ctcaactact T

<210> 10
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220>
<223> siRNA

<400> 10
gtagttgaga tcttggtcat t

<210> 11

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> STRNA

21

21

21

21

21
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<400>
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11

ggccaactat gcttgtgaat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
21
DNA
Artificial sequence

STRNA
12

ttcacaagca tagttggcct t 21

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

13

20

DNA

Artificial sequence

oligonucleotide primer

13

~aagtcttgca aatgcagcta 20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

25

DNA

Artificial sequence

oligonucleotide primer

14

catcatcatt atcatcatca ttgtc 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

29

DNA

Artificial sequence

oligonucleotide probe

15

aattcttgga aaagtggcaa gaccaaaat 29

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16
21
‘DNA
Artificial sequence

oligonucleotide primer

16

ctttccacca gcaggaagta g 21

<210>
<211>
<212>
<213>

17
18
DNA
Artificial sequence
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<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 17
tgcagtccga ggtccttt 18

<210> 18

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> oligonucieotide prabe

<400> 18
cgcatttgat tttcatttcg acaacaga 28

<210> 19
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 19
gaagatggtg atgggatttc 20

<210> 20

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 20
gaaggtgaag gtcggagte 19

<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> oligonucleotide probe

<400> 21
caagcttccc gttctcagece 20
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COMPQOSICIONES Y METODOS PARA LA MODULACION DEL DESARROLLO VASCULAR

CAMPO DE LA INVENCION
L.a presente invencion se refiere generalmente a las composiciones y los métodos que resultan (tiles para
la modulacién del desarrollo vascular. En parte, la presente invencion hace referencia al uso de antagonistas de

Delta-like 4 (DLL4) para el diagndstico y tratamiento de trastornos asociados a angiogénesis.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
El desarrollo de un medio de aporte vascular es un requisito fundamental para muchos procesos
fisiolagicos v patolégicos. Los tejidos que experimentan un crecimiento activo, como embriones v tumores,
necesitan un adecuado aporte sanguineo. Estos tejidos satisfacen esta necesidad mediante la produccion de
factores proangiogénicos, que fomentan la formacion de nuevos vasos sanguineos mediante un proceso
denominado angiogénesis. La formacion de los canductos vasculares es un proceso biolégico complejo pero

perfectamente ordenado que comprende la totalidad o gran parte de los pasos siguientes: a) las ¢células endoteliales

(CE) proliferan a partir de las células endoteliales existentes o se diferencian a partir de las células progenitoras; b) .

las células endoteliales migran y se fusionan para formar estructuras en forma de cordon; ¢) los cordones
vasculares experimentan entonces el proceso de tubulogéncsis para formar vasos con un lumen central; d) de los
cordones o vasos existentes empiezan a salir ramificaciones para formar vasos secundarios; ) el primitivo plexo
vascular experimenta un nuevo remodelado; y 1) las células periendoteliales son atraidas para revestir a los tubos
endoteliales, cumpliendo asi funciones moduladoras y de sostén de los vasos. Estas células incluyen pericitos para
capilares pequefios, células de muisculo liso para vasos de mayor tamaifio y miocardiocilos en e} corazon.
Hanahan, D. Science 277:48-50 (1997); Hogan, B. L, & Kolodzigj, P. A, Nature Reviews Genetics. 3:513-23
(2002); Lubarsky, B. & Krasnow, M. A. Cell. 112:19-28 (2003). |

Se ha demostrado ampliamente que la angiogénesis interviene en la patogénesis de diversos trastornos.
Estos trastornos incluyen tumores solidos y metdstasis, aterosclerosis, fibroplasia retrolental, hemangiomas,
inflamacién cronica, enfermedades neovasculares intraoculares, tales como retinopatias proliferativas, como por
ejemplo, retinopatia diabética, degeneracién macular asociada a la edad (DMAE), glaucoma neovascular, rechazo
inmunolégico de tejido corneal trasplantado y de otros tejidos, artritis reumatoide y pso}iasis. Folkman ef al., J.
Biol. Chem., 267:10931-10934 (1992); Klagsbrun er al., Annn. Rev. Physiol. 53:217-239 (1991); y Garner A_,
"Vascu[ar_diseases”, En: Pathobiology of Ocular Disease. A Dynamic Approach, Garner A, Klintworth GK, eds.,
2nd Edition (Marcel Dekker, NY, 1994), pp 1625-1710.

En el caso del crecimiento tumoral, la angiogénesis parece ser fundamental para la transicion de la
hiperplasia a la neoplasia y para proporcionar el aporte necesario para el crecimiento y la metastasis tumorales.
Folkman et al., Nature 339:58 (1989). La neovascularizacién permite que las células tumorales adquieran una

ventaja de crecimiento y una autonomia proliferativa frente a las células normales. Un tumor suele comenzar
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como una unica célula anomala que puede proliferar s6lo hasta alcanzar un tamaiio de unos poces milimetros
clbicos debido a la distancia desde los lechos capilares disponibles y puede permanecer "inactiva" sin crecer ni
diseminarse durante un periodo prolongado. Algunas células tumorales cambian posteriormente al fenotipo

angiogénico para activar las células endoteliales, que proliferan y maduran hasta convertirse en vasos sanguineos

capilares nuevos. Estos vasos sanguineos recién formados no sélo permiten el crecimiento continuo del tumor

-primario, sino también la diseminacidn y recolonizacion de células tumorales metastasicas. Por esta razén, se ha

observado una correlacion entre la densidad de los microvases en cortes de tumores y ta supervivencia de
pacientes con cancer de imama, asi coino también con otros tipos de tumores. Weidner et al., N. Engl J. Med
324:1-6 (1991); Horak et al., Lancet 340:1120-1124 (1992); Macchiarini ef al., Lancet 3d0:145-146 (1992). No se
conocen bien los mecanismos exactos que controlan el cambioc angiogénico, pero se cree que la neovascularizacion
de la masa tumoral se produce como consecuencia del equilibrio neto de diversos estimuladores ¢ inhibidores de la
angiogénesis (Folkman, 1995, Nat Med 1(1):27-31).

El proceso de desarrollo vascular esta completamente regulado. Hasta la fecha, se ha demostrado que un
numero significativo de moléculas, en su mayoria secretadas por factores producidos por células circundantes,
regula la diferenciacion, proliferacion y migracién de las células endoteliales y su fusién en estructuras semejantes
a cordones. Por ejémplo, se ha determinado que el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el factor
clave que interviene en la estimulacion de la angiogénesis y en la induccidn de la pérmeabilidad vascular. Ferrara
et al., Endocr. Rev. 18:4-25 (1997). El descubrimiento de que la pérdida de un tinico alelo del VEGF ocasiona
letalidad embrionaria indica que este factor desempefia un papel insustituible en ¢l desarrollo y la diferenciacion
del sistema vascular. Asimismo, se ha demostrado que el VEGF es un mediador clave en la neovascularizacion
asociada a tumores y trastornos intraoculares. Ferrara er al., Endocr. Rev., citado anteriormente. El ARNm del
VEGF esta sobreexpresado en la mayoria de los tumores examinados en humanocs. Berkman et of., J. Clin. lnves[.v
91:153-159 (1993); Brown et al., Human:Pathol. 26:86-91 (1995), Brown er al., Cancer Res. 53:4727-4735
(1993); Mattern et al., Brit. J. Cancer 73:931-934 (1996); Dvorak er al., Am. .J. Pathol. 146:1029-1039 (1995).

Asimismo, existe una gran correlacion entre los niveles de concentracion dei VEGT en los liquidos
oculares y la presencia de proliferacion activa de vasos sanguineos en pacientes con retinopatia diabética y otras
retinopatias asociadas a isquemia. Aiello er al, N. Engl. J. Med. 331:1480-1487 (1994). Ademas, diversos
estudios han indicado la localizacion det VEGF en membranas neovasculares coroideas en pacientes con DMAE.
Lopez et al,, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 37:855-868 (1996).

Los anticuerpos neutralizantes anti-VEGF inhiben el crecimiento de diversas lineas de células tumorales
humanas en ratones atimicos desnudos (Kim et al, Nature 362:841-844 (1993); Warren ef al., J. Clin. [nvest..
95:1789-1797 (1995); Borgstrom ef al., Cancer Res. 56:4032-4039 (1996); Melnyk er al., Cancer Res. 56:921-924
(1996)) y también inhiben la angiogénesis intraccular en modelos de trastornos retinianos iéquémicos Adamis e
al., Arch. Ophthalmol. 114:66-71 (1996). Por lo tanto, los anticuerpos monoclonales anti-VEGF u otros
inhibidores de la accion del VEGF son prometedores candidatos para el tratamiento de tumores y de diversos
trastornos neovasculares iniraoculares. Estos anticuerpos se descril‘ben, por ejempld, en la patente europea EP

817.048, publicada el 14 de enero de 1998, y en los docuinentos WO 98/45331 y WO 98/45332, ambos publicados

2
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el 15 de octubre de 1998. Uno de los anticuerpos anti-VEGF, bevacizumab, ha sido aprobado por 1a FDA para su
uso en combinacion con un tratamiento a base de quimioterapia para tratar el cancer colorrectal metastasico
(CRC). Ademas, el bevacizumab se estd investigando en muchos ensayos clinicos en marcha para el tratamiento
de diversas indicaciones en neoplasias malignas.

Ante el papel de la angiogénesis en numeroscs trastornos y enfermedades, seria util contar con medios
para modular uno o m4s de los efectos biologicos que originan esos procesos. Es evidente que sigue existiendo la
necesidad de disponer de agentes gue presenten caracteristicas clinicas éptilnas para su desarrollo como farmacos.
La invencion explicada en la presente memoria descriptiva satisface esta necesidad y ofrece otros beneficios.

Todas las referencias citadas en la misma, incluidas las solicitudes de patentes y publicaciones, quedan

incorporadas en su totalidad a modo de referencia.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento segin el cual el desarrolio vascular se inhibe
mediante el tratamiento con un agente que module la activacion de la via del receptor Notch por Delta-like-4
(denominado indistintamente "DLL4"). Ei tratamiento con un antagonista de DLL4 ocasionaba un aumento de la
proliferacion de las células endoteliales (CE), una incorrecta diferenciacion de las células endoteliales y un mal
desarrollo arterial de la vasculatura, incluida ia vasculatura de los tumores. Sorprendentemente, el tratamiento con
un anticuerpo anti-DLL4 ocasionaba la inhibicion del crecimiento tumoral en varios tipos de cancer distintos.
Segdn esto, la invencién proporciona métodos, composiciones, kits y articulos de fabricacién para los procesos de
medulacién (por ejemplo, promocion o inhibicién) que intervienen en la angiogénesis y para su uso en procesos
patoldgicos asociados con la angiogénesis. )

En un aspecto, la invencidn proporciona métodos para tratar un tumor, un cancer y/o un trastorno de
proliferacion celular y estos métodos incluyen ia administracion de una cantidad cficaz de un antagonista de DLL4
a un sujeto que necesite ese tratamiento.

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para reducir, inhibir, bloquear o prevenir el crecimiento
de un fumor o la extension de un cancer; estos métodos incluyen la administracion de una cantidad eficaz de un
antagonista anti-DLL4 a un sujeto que necesite ese tralamiento.

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para inhibir la angiogénesis que comprenden la
administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 (como un anticuerpo anti-DL.1L4) a un sujeto que
necésile ese tratamiento.

En un aspecto, la invencidn proporciona métodos para ¢l tratamiente de un proceso patolégico asociado a
angiogénesis que comprenden |a administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 (como un
anticuerpo anti-DLL4) a un sujeto que necesite ese tratamiento. En algunas formas de realizacion, ¢l proceso
patologico asociado a angiogénesis es un tumor, un cancer y/o un trastorno de proliferacion celular. En algunas
formas de realizacion, el proceso patologico asociado a angiogénesis es una enfermedad neovascular intraocular.

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para estimular la proliferacion de células endoteliales,

los cuales comprenden la administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 a un sujeto que
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necesite ese tratamiento. En algunas formas de realizacion, ef sujeto tiene un proceso pateldgico asociado a
angiogénesis {(como un tumor, un cancer y/o un trastorno de proliferacion celular),

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para inhibir la diferenciacion de células endoteliales,
los cuales comprenden la administracidn de una cantidad eficaz de un antagonista-de DLL4 a un sujeto que
necesite ese tratamiento. En algunas formas de realizacion, el sujeto tiene un proceso patologico asociado a
angiogénesis (como un tumor, un cancer y/o un trastorno de proliferacion celular), )

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para inhibir el desarrollo arterial, los cuales
comprenden la administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DL1L4 a un sujeto que necesite ese
tratamiento. En algunas formas de realizacion, el sujeto tiene un proceso patolégico asociado a angiogénesis
(como un tumor, un cancer y/o un trastorno de proliferacion celular), ‘

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para inhibir ia perfusién vascular, los cuales
comprenden Ta administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 a un sujeto que necesite ese
tratamiento. En algunas formas de realizacion, el sujeto tiene un proceso patoldgico asociado a angiogénesis
{como un tumor, un cdncer y/o un trastorno de proliferacion celﬂlar).

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos para mejorar la eficacia del tratamiento con un agente
antiangiogénico de un sujeto que padece un proceso patoldgico asociado a angiogénesis, los cuales comprenden la
administracion al sujeto de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 en combinacidn con el agente
antiangiogénico. Un método de este tipo serd Gfil para el tratamiento de trastornos, por ejemplo, neoplasias
malignas o enfermedades neovasculares intraoculares, en especial aquellas enfermedades o fases de trastornos que
no responden apenas a un tratamiento con un agente antiangiogénico solo. El agente antiangiogénico puede ser
Cljalquier agente capaz de reducir o inhibir la angiogénesis, incluidos los antagonistas del VEGF, como un
anticuerpo anti-VEGF.

En un aspecio, la invencion proporciona métodos gue incluyen la administracion de una cantidad eficaz
de un antagonista de DLL4 (como un anticuerpo anti-DLL4) en combinacién con una cantidad eficaz de otro
farmaco (como un agente antiangiogénico). Por ejemplo, se usan antagonistas de DLL4 en combinacion con
antineopldsicos o agentes antiangiogénicos para tratar diversos procesos neopldsicas 0 no neoplasicos. En una
forma de realizacion, el proceso neoplasico o no neopldsico es un proceso patoldgico asociado a angtogénesis. En
algunas formas de representacion, el otro farmaco es un antiangiogénico, un antineoplasico y/o guimioterapia.

El antagonista de DLL4 se puede administrar en serie 0 en combinacion con el otro farmaco que sea
eficaz para estos fines, bien en la misma composicion o en otra. La administracion del antagonista de DLL4 y el
otro fAirmaco (por ejemplo, el antineoplasico, el antiangiogénica) se puede efectuar simultdneamente, por ejemplo,
en composicién tnica o como dos 0 mds composiciones distintas, utilizando la misma via de administracion o vias
de administracion diferentes. Otra posibilidad, que se puede combinar con lo anterior, es la administracion
secuencial, en cualquier orden. Otra posibilidad es.que estos pasos se sigan secuencial y simultaneamente,

combinando un métedo y otro, en cualquier orden. En determinadas formas de realizacion, pueden transcurrir

. intervalos de tiempo que oscilen de minutos a dias, semanas o meses entre la administracién de las dos o mas

composiciones. Por ejemplo, el agente antineoplasico se puede administrar primero, seguido del aniagonista de
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DLL4. No obstante, también esta prevista la administracion simultanea o la administracion en primer lugar del
antagonista de DLL4. Segin esto, en un aspecto, la invencidén proporciona métodos que comprenden 1a
administracion de un antagonista de DLL4 (como un anticuerpo anti-DLL4), seguida de la administracion de un
antiangiogénico (como un anticuerpo aﬁti-VEG F, como bevacizuimab). En determinadas forimas de realizacion,
pueden transcurrir intervalos de tiempo que oscilen de minutos a dias, semanas o meses entre la administracion de
las dos o mas composiciones.

En algunos aspectos, ta invencién proporciona un método de tratamiento de un trastorno (como un tumor,
un ¢éncer y/o un trastorno de proliferacion celular) mediants la administracion de cantidades eficaces de un
antagonista de DLL4 y/o uno o mds inhibidores de la angiogénesis y uno o mas agentes quimioterapéuticos. Se
pueden usar diversos agentes quimioterapéuticos en los imétodos de tratamiento combinado de la invencion. Una
lista no exhaustiva y que puede servir como ejemplo de antineoplasicos se incluye en la presente memoria
descriptiva en "Definiciones”. La administracion del antagonista de DLL4 v el agente quimioterapéutico se puede
efectuar simultaneamente, por ejemplo, en composicion Gnica o como dos o mds cémposiciones distintas,
utilizando la misma via de administracion o vias de administracion diferentes. Otia posibilidad, que se puede
combinar con {o anterior, es la administracion secuencial, en cualquier orden. Otra posibilidad es que estos pasos
se s(gan secuencial y simﬁlténeamente, combinando un método y otro, en cualquier orden. En determinadas
formas de reafizacién, pueden transcurrir intervalos de tiempo que oscilen de minutos a dias, semanas 0 meses
entre fa administracidn de las dos o mas composicianes. Por gjemplo, el agente quimioterapéutico se puede
administrar primero,A seguido del antagonista de DL.L4. No obstante, también esta prevista la administracion
simultdnea o la administracidn en primer lugar del antagonista de DLLA. Por ello, en un aspecto, la invencion
ofrece métodos que incluyen la administracién de un antagonistas de DLL4 (como un anticuerpo anti-DLL4),
seguida de la administracidn de un agente quimioterapéutico. En determinadas formas de realizacion, pueden
transcurrir intervalos de tiempo que oscilen de minutos a dias, semanas o meses entre la administracion de las dos
0 mas composicionés.

En un aspecto, la invencion proporciona el uso de un antagonista de DLL4 en la preparacion de un
medicamento para tratamiento terapéutico y/o profilictico de un trastorno, coine un broceso patolégico asociado a
angiogénesis. En algunas formas de realizacion, el trastorno es un tumor, un cancer y/o un trastorno de
proliferacion celular,

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para tratar un trastorno, los cuales comprenden la
administracidn de una cantidad eficaz de un agonista de DLL4 a un sujeté que necesite ese tratamiento. En
algunas formas de realizacion, el trastorno estd asociado a la expresion y/o actividad de Ias vias del receptor
DLL4-Notch (como un aumento de la actividad de la via del receptor DLL4-Notch). En algunas formas de
realizacion, el trastorno es del tipo en el que se desea angiogénesis, neovascularizacion y/o hipertrofia, por
ejemplo, traumatismo vascular, heridas, desgarros, incisiones, quemaduras, tlceras (por ejemplo, tlceras
diabéticas,‘ Ulceras de presion, alceras hemofilicas, Glceras varicosas), crecimiento tisular, aumento de peso,
enferiedad arterial periférica, induccidn del parto, crecimiento del pelo, epidermalisis bulosa, atrofia retiniana,

fracturas 6seas, artrodesis vertebral, desgarros de menisco, etc. En algunas formas de realizacion, el trastorno es
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del tipo en el que se desea inhibicién de la angiogénesis. En algunas formas de realizacién, el agonista de DLL4
es DBZ.

Los antagonistas y agonistas de DL.L4 son conocidos en este ambito y algunos de elios se describen y
ejemplifican en la presente memoria descriptiva. En algunas formas de realizacion, el antagonista de DLL4 es una
molécula que se une a DLL4 y neutraliza, bloquea, inhibe, elimina o reduce uno o mas aspectos del efecto
asociado a DLL4 o inter{iere con ellos. En algunas formas de realizacién, el antagonista de DLL4 es una molécula
que se une al receptor Notch (como Notchl, Notch2, Notch3 y/o Notch4) y neutraliza, bloquea, inhibe, elimina ¢
reduce uno o mas aspectos de los efectos asociados a DLL4 o interfiere con ellos. En algunas formas de
realizacion, el antagonista de DLL4 es capaz de promover la proliferacién de células endoteliales, al inhibir la
diferenciacion de las células endoteliales, al inhibir el desarrollo arterial y/o al reducir la perfusién vascular.

Como se reconoce en este Ambito, la proliferacién de células endoteliales, la diferenciacion de las mismas, el
desarrollo arterial y la funcion vascular (como la perfusidn vascular) se pueden evaluar utitizando diversos ensayos
(algunos de los cuales se describen y ejemplifican en la presente memoria descriptiva) y expresar en funcion de
diversos valares cuantitativos. En algunas formas de realizacion, la capacidad de un antagonista de DLL4 para
promover la proliferacion de células endoteliales, inhibir la diferenciacion de células endoteliales, inhibir el
desarrollo arterial y/o reducir la funcién vascular (como reduccion de la perfusion vascular) se evalia con respecto
al nivel de proliferacion de células endoteliales, diferenciacion de células endoteliales, desarrollo arterial y/o
funcion vascular (como perfusion vascular) a falta de tratamiento con el antagonista de DLL4. En algunas formas
de realizacion, la capacidad para promover la proliferacion de células endoteliales, inhibir la diferenciacion. de
células endoteliales, inhibir el desarrollo arterial y/o reducir la funcion vascular (como reduccion de la perfusion
vascuiar’) se determina en un ensayo /n vitro (como en el ensayo con HUVEC descrito en la presente memoria
descriptiva). En algunas formas de realizacién, la capacidad para promover la proliferacion de células
endoteliales, inhibir {a diferenciacién de céiulas endoteliales, inhibir ¢l desarrollo arterial y/o reducir fa funcion
vascular (como reduccion de la perfusién vascular) se determina en un ensayo in vivo {como en el ensayo sobre
desarrollo de la retina de rai6n descrito en la presente memoria descripiiva),

El antagonista de DLL4 puede ser un anticuerpo anti-DLL4. En algunas formas de realizacidn, el
anticuerpo anti-DLL4 es un anticuerpo menoclonal. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo es un
anticuerpo policlonal. Exvx algunas formas de realizacion, el anticuerpo se selecciona en ¢l grupo formado por un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo con maduracién de afinidad, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo
humano. En algunas formas de realizacién, el anticuerpo es un fragmente de anticuerpo. En algunas formas de
realizacidn, el anticuerpo es un Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab"); o scFv. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo
comprende las regiones variables de las cadenas pesada y ligera mostradas en la Tabla |,

Tabla 1

VH _ .

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDNWISWVRQAPGKGLEWVGYISPNSGFTYYADSV
KGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDNFGGYFDYWGQGTLVT (identificador de secuencia
n°% 1) '
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATTYYCQQSYTGTVTFGQGTKVEIKR (identificador de secuencia n.®: 2)

En una forma de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, por ejemplo, un anticuerpo que
comprende secuencias de unidn a antigeno procedentes de un donante no humano trasplantadas a una secuencia
heteréloga no humana, humana o humanizada (por ejemplo, secuencias de dominio constante y/o estructura). En
una forma de realizacion, el donante no humano es un ratén. En una forma de vealizacidn, la secuencia de unién a
antigeno es sintética, por ejemplo, obtenida mediante mutagenia {por ejemplo, deteccion de representacion en
fagos, etc.}). En una forma de realizacion, un anticuerpo quimérico de la invencion tiene regiones V murinas y una
region C humana. En una forma de realizacion, la regién V murina de la cadena ligera se fusiona con una cadena
ligera kappa humana. En una forma de realizacion, la regién V murina de la cadena pesada se fusiona con una
region Cde [gG1 humana.

Los anticuerpos humanizados incluyen aquellos que presentan sustituciones de aminoacidos en las
variantes de la FR y con maduracion de afinidad con cambios en las CDR trasplantadas. Los aminoacidos
sustituidos en la CDR o FR no se limitan a los presentes en el anticuerpo donante o receptor. En otras formas de

realizacion, los anticuerpos de la invencion también comprenden cambios en los residuos aminoacidicos de la

regidn Fe, lo que da lugar & una funcion efectora mejorada que incluye una mejor funcion de la CDC ylo ADCCy

un aumento de la destruccién de linfocitos B. Otros anticuerpos'de la invencion incluyen aquellos con cambios
especificos que mejoran la estabilidad. En otras formas de realizacion, los anticuerpos de la invencion también
comprenden cambios en los residuos aminoacidicos de la region Fc que ocasionan una disminucidn de la funcién
efectora , por ejemplo, una reduccidn de la funcién de la CDC y/o ADCC y/o una menor destruccion de linfocitos
B.

En alguna forma de realizacion, el antagonista de DLL4 es una inmunoadhesina de DLL4,

" En un aspecto, la invencion proporciona composiciones que comprenden uno 0 mas antagonistas de
DLL4 y una molécula vehiculo. En una forma de realizacion, la molécula vehiculo es farmagéuticamente
aceptable. En algunas formas de realizacion, el aﬁtagonista de DLL4 es un anticuerpo anti-DLL4.

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion para su uso en ¢l tratamiento de un tumor, un
cancer y/o un trastorno de proliferacion celular y dicha composicion contiene una cantidad eficaz de un
antagonista de DLL4 y una molécula vehiculo farmacéuticamente aceptable, al tiempo que el uso de la misma
comprende la administracién simultanea o secuencia! de un agente antiangiogénico. En algunas formas de
realizacion, el antagonista de DLL4 es un anticuerpo anti-DLL4. En algunas formas de realizacion, el agente
antiangiogénico es un anticuerpo anti-VEGF (como bevacizumab).

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion para su uso en el tratamiento de un tumor, un

_cancer y/o un trastorno de proliferacion celular y dicha composicion contiene una cantidad eficaz de un

antagonista de DLL4 y una molécula vehiculo farmacéuticamente aceptable, al tiempo que el uso de la misma

comprende la administracion simultdnea o secuencial de un agente antineoplasico. En algunas formas de
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realizacion, el antagonista de DLL4 es un anticuerpe anti-DLL4. En algunas formas de realizacidn, el agenté
antineopldsico es un agente quimioterapéutico. En algunas formas de realizacion, el uso comprende, ademis, fa
administracion simultdnea o secuencial de un agente antiangiogénico. En algunas formas de realizacion, el
antagonista de DLL4 es un anticuerpo anti-DLL4. En algunas formas de realizacion, ¢} agente antiangiogénico cs
un anticuerpo anti-VEGF (como bevacizumab). '

En un aspecto, la invencién proporciona un articulo de fabricacion gue comprende un envase; y una
composicidn contenida dentro del envase, en el que la composicién incluye uno o mas antagonistas de DLLL4 o
agonistas de DLL4,

En un aspecto, la invencion proporciona un kit que comprende un primer envase que contiene una
composicién que incluye uno o mas antagonistas de DLL4 o agonistas de DLL4; y un segundo envase que
comprende una solucidn tamponada. En una forma de realizacion, la selucién tamponada es farmacéuticamente
aceptable. En una forma de realizacion, el amagoni‘sta de DLL4 es un anticuerpo anti-DLL4.

En otro aspecto, 1a presente invencion proporciona un método para la elaboracion de una composicion

ue comprenda la adicion y mezcla de una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de DLL4 o de un
p g

agonista de DLL4 a una molécula vehiculo farmacéuticamente aceptable.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. La seflalizacion de Notch mediada por DLL4 regula la proliferacion de células endoteliales. a-c,
f Ensayos de formacion de brotes de HUVEC en geles de fibrina tridimensionaleﬁ El anticuerpo anti-DL.L4
(YW26.82) o DBZ promovia la formacién de brotes de-células endoteliales humanas derivadas de fa vena
umbitical (HUVEC) (a). La tincién con Ki67 puso de manifiesto que el anticuerpo anti-DLL4 o DBZ causaba
l1iperp1'olifel'abiél1 de las HUVEC (b). El anticuerpo anti-DLL4 0 DBZ aumentaba la formacion de brotes de

HUVEC en presencia del medio de cuitivo condicionado por SF (¢). d, h, La administracion sistémica del

" anticuerpo anti-DLL4 causaba acumulacion masiva de células endoteliales en las retinas de neonatos. [magenes

confocales de escasa (arriba) y elevada (abajo) ampliacién de la vasculatura de la retina (tincion con isolectina) -

(d). La tincion con Ki67 muestra un aumento de la proliferacion de células endoteliales en las retinas de neonatos

tratadas con anticuerpo anti-DLL4 (h). e, La activacion de Notch mediante DLL4 inmovilizado inhibia la

- proliferacién de HUVEC. f, El anticuerpo anti-VEGF inhibia [a formacion de brotes de HUVEC en presenciab

ausencia de DBZ. g, Regulacion del VEGFR2 mediante Notch. Analisis cuantitativo mediante PCR de la

expresion del VEGFR2 en respuesta al bloqueo de Notch en cultivos de gel de fibrina tridimensionales de HUVEC

. (7 d) por anticuerpo anti-DLL4 o DBZ (izquierda) o activacién de Notch en cultive bidimensional de HUVEC (36

horas) por DLL4 inmovilizado (derecha). El anticuerpo anti-DLL4 y DBZ se utilizaron a 5 pg/ml y 0,08 uM,
respectivamente (a-c, e-g).

Figura 2: La sefializacion de Notch mediada por DLL4 regula la diferenciacion de células endoteliales. a,
Las estructuras con forma de luz ({lechas blancas) formadas por HUVEC cultivadas en geles de fibrina se perdian
en presencia del anticuerpo anti-DL.L4 o DBZ. En cambio, los brotes estaban repletos de células (flechas negras).

b, Regulacién de TGFB2 mediante Notch. Andlisis cuantitativo mediante PCR de la expresion del TGFp2 en
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respuesta al blogueo de Notch en cultivos de gel de fibrina tridimensionales de HUVEC (7 d) por anticuerpo anti-

DLL4 o DBZ (izquierda) o activacidn de Notch en cultivo bidimensional de HUVEC (36 horas) por DLL4

inmovilizado (derecha). ¢, El anticuerpo anti-DLL4 bloquea el desarrolio arterial. himdgenes confocales de retinas

- de ratones neonatos sometidas a tincién con actina alfa de musculo liso (ASMA) e isolectina. Se traté a los ratones

neonatos como se describe en la Fig. 1d. d, Imagenes confocales de retinas de raton adulto sometidas a tincion con
ASMA e isolectina. Se tratd a ratones de 8 semanas de vida con PBS o anticuerpo anti-DL1.4 (10 mg/kg, dos veces
a la semana) durante dos semanas.

Figura 3: El bloqueo selectivo de DLL4 y/o VEGF alteraba la angiogénesis tumoral e inhibe ¢!
crecimiento tumoral. a-f, Resultados de modelos de tumor: HM7 (a), Colo205 (b), Calu6 (c), MDA-MB-435 (d),
MV-522 (e) y WEHI3 (f). Se presenta Ja media de los volimenes tumorales, con su error estandar (EE). g-h,
Estudios histolégicos de la vasculatura tumoral. Estudios inmunohistoquimicos del anticuerpo anti-CD3} en cortes
del tumor EL4 en comparacion con ratones control y ratones tratados con anticuerpo anti-DLL4 y anticuerpo anti-
VEGF (g). Perfusion de lectina y tincion con anti-CD3 1 en cortes de tumor EL4 (In). i-p. Resultados de los
modelos de tumor SK-OV-3X1 (i), LL2 (j), EL4 (k), H1299 (1), SKMES-1{m), MX-1(n), SW620 (0} y LS 74T(p).

Figura 4: El DLL4/Notch no es importante para la homeoslasis del intestino de ratén. Estudos
inmunohistoquimicos del intestino delgado de ratones control (a, d, g, j), ratones tratados con anticuerpo anti-
DLL4 (10 mg/kg, dos veces al dia durante 6 semanas) (b, e, h, k) y ratones tratados con DBZ (30 nmol/kg al dia
durante 5 dias) (c, f, i, 1). Comb se observa mediante tincidn con hematoxilina y eosina (a, b’.C) y lincion con azul
alciano (d, e, f), DBZ ocasion¢ la sustitucidn de la poblacion de células transitorias anipliﬁcacloras por células
caliciformes. Este cambio no se observé en ninglin momento en el tratamiento con anticuerpo anti-DLLA4. La
tincién con Ki67 (g, h, i) y HES-1 (j, k, 1) confirmé una vez mas que el anticuerpo anti-DLL4 no reproducia el
efecto de DBZ.

Figura 5: Caracterizacidn de un anticuerpo anti-DLL4. a, Mapeo del epitopo del anticuerpo anti-DL1L4
(YW26.82). Representacion esquematica de un conjunto de mutantes de DLL4 expresados como proteinas de
fusién con fosfatasa alcalina (AP) placentaria humana en el extremo C terminal. Se Hevaron a cabo ensayos de los
medios de cultivo condicionados de células 293T que contenian las proteinas de fusion en 96 pocillos de placas de
microtitulacion recubiertas con anticuerpo anti-DLL4 purificade (Y W26.82, 0,5 pg/ml). La union DLL4.AP sc
detectd utilizando PNPP en una sola fase (Pierce) como sustrato y una medicion de la absorbancia (ODY a 405 nm.
b-d, Union selectiva de YW26.82 a DLL4. Se revistieron las placas Nunc MaxiSorp de 96 pocillos con proteinas
recombinantes puriﬁcadajs como se indica (1 ug/ml). La union de YW26.82 a las concentraciones indicadas se
midié utilizando el ensayo ELISA. Los anticuerpos unidos se detectaron con el conjugado de HRP con anticuerpo
antihumano usando TMB como sustrato y una lectura de la absorbancia (OD) a 450 nm. Como control durante el
ensayo se utilizaron ErbB2-ECD recombinante y anticuerpo anti-HHER2. Andlisis FACS dc 293 células
transfectadas de forma transitoria con vector, DLL4 de longitud completa, Jag! o DLL!. S6lo se detectd unién
significativa de Y W26.82 en células transfectadas con DLL4 (panel superior). La expresion de Jagl y DLLI se
confirmé mediante la unién de Notchl-Fc murino recombinante (rNotch1-Fe, panel central) y Notch2-Fc murino

recombinante (rrNotch2-Fc, panel inferior), respectivamente. Se utilizaron Y W26.82, riNotch1-Fc o rriNotch2-Fe '
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(R&D System) a 2 pg/ml, seguido de 1gG-PE antihumana de cabra (1:500, Jackson ImmunoResearch)(c). El
anticuerpo anti-DLL4 bloqued la union de DLL4-AP, pero no de DLLI-AP, a rNotch! recubierto, con una 1C50
calculada de 12 nM aproximadamente (pane! izquierdo). El anticuerpo anti-DLL4 blogueaba la unidon de DLL4-
His, pero no de Jagl-His, a rNotch| recubierto, con una IC50 calculada de 8 nM aprokimadamente (panel
derecho) (d). e, Unién especifica de YW26.82 a DLL4 expresado de forma endogena. Analisis FACS de HUVEC
transfectadas con ARNSsi especifico de DLL4 o control. YW26.82 se utilizé a 2 pg/mi, seguido de 1gG-PE
antihumana de cabra (1 :5.00, Jackson ImmunoResearch) (e).

Figura 6: Regulacion ascendente de DLL4 mediante activaciéon de Notch. Las HUVEC fueron
estimuladas mediante DLL4 humano marcado con His inimovilizado en ¢l extremo C terminal (aminoacidos |-
404) en ausencia o presencia de DBZ (0,08 uM). Treinta y seis horas despugs de la estimulacion, se estudio la

expresion endégena de DLL4 mediante analisis FACS con anticuerpo anti-DLL4,

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Técnicus generales

Las técnicas y procedimientos descritos o referenciados en la presente memoria descriptiva se conocen
bien, por lo general, y se emplean habitualmente con la metodologia tradicional usada por los expertos en la
materia, como, por ejemplo, las metodologias ampliamente utilizadas y descritas en Sambrook ef a/., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual 3rd. edition (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al. eds., (2003)); the series
METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. ).
MacPherson, B. D. Hames and G. R. Taylor eds. (1995)}, Harlow and Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A
LABORATORY MANUAL, y ANIMAL CELL CULTURE (R. 1. Freshney, ed. (1987)).

Definiciones

El término "DLL4" (también [lamado indistintamente "Delta-like 4"), como se usa en la presente A
memoria descriptiva, se reficre, salvo indicacion expresa o salvo que del contexto se desprenda otro sentido, a
cualquier polipéptido nativo de DLL4 o a cualquier variante del polipéptido de DLL4 (sea nativo o sintético). El
término "secuencia nativa” engloba eSpeciﬁcamenie formas segregadas o truncadas que se producen de forma
natural (por ejemplo, una secuencia de un dominio extracelular), las variantes que se producen de forma natural
(por ejemplo, formas alternativas de ayuste) y las variantes alélicas que se producen de forma natural. El término
"DLLA4 de tipo natural" suele referirse a un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos de una proteina de
DLL4 que se produce naturaimente. El término "secuencia de DLL4 detipo natural" suele referirse a una
secuencia de aminoacidos encontrada en una DLL4 que se produce naturalimente.

El ‘éi‘l])iﬂo "Receptor Noteh" (también Hamado indistintamente ';Nolch”), como se usa en ta presente
memoria descriptiva, se refiere, salvo indicacion expresa o salvo que del contexto sé desprenda otro sentido, a
cualquier polipéptido nativo del receptor Notch o a cualquier variante del polipéptido del receptor Notch (sea
nativo o sintético). Los humanos tienen cuatro receptores Notch (Notch |, Notch 2, Notch3 y Notchd). En la

presente memoria descriptiva, el término "Receptor Notch" incluye cualquiera de los cuatro receptores Notch
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humanos o todos ellos. El término "secuencia nativa" engloba especificamente formas segregadas o truncadas que
se producen de forma natural (por ejemplo, una secuencia de un dominio extracelular), las variantes que se
prOducen de forma natural {por ejemplo, formas alternativas de ayuste) y las variantes alélicas que se producen de
forma natural. El término "receptor Notch de tipo natural” suele referirse a un polipéptido que incluye la
secuencia de aminoacidos de una proteina del receptor Notch que se produce naturalmente. El término "secuencia
del receptor Notch de tipo natural” suele referirse a una secuencia de aminoacidos encontrada en un receptor
Notch que se produce naturalmente. '

El "4cido nucleico de DLL4" es ARN o ADN que codifica un polipéptido de DLL4, segin la definicién
de este dada anteriormente, o que se hibridiza con dicha ADN o ARN y permanece unido a ¢l de forma estable en
condiciones de hibridacion estrictas y tiene una longitud superior a 10 nucledtidos. Son condiciones estrictas
aquellas que (1) emplean una baja concentracion iénica y una temperatura etevada para el lavado, por cjemplo
0,15 M de NaCl/0,015 M de citrato sédico/0,1% de NaDodSO, a 50°C, o (2) usan, durante la hibridacion, un
agente desnaturalizante como formamida, por ejemplo, 30% (v/v) de tormamida con 0,1% de albimina sérica
bo.vinaIO,l% de Ficoll/0,1% de polivinilpirrolidona/50 mM de tampon de fosfato sédico a pH 6,5 con 750 mM de
NaCl,, 75 mM de citrato sodico a 42 °C.

Una molécula de "DLL4 quimérica” es un polipéptido que comprende DLL4 de longitud completa o uno
o mas dominios de! mismo fusionados o unidosal polipéptido heterélogo. La molécula de DLL4 quimérico
compartird, por lo general, al menos una propiedad bioldgica con el DLL4 producido en la naturaleza. Un ejemplo
de una molécula de DLL4 quimérico es aquella en la que el epitopo estd marcado para fines de purificacion. Otra
molécula de DLL4 quimérico es una inmunoadhesina de DLLA4.

El término "inmunoadhesina de DLLA4" se refiere a una molécula quimérica que combina al menos una
porcién de una molécula de DLL4 (nativa 0 una varianie) con una secuencia de inmunoglobulina y se usa
indistintamente con el término "quimera de la inmunoglobulina cie DLL4". La sccuencia de inmunoglobulina es
preferentemente, augne no necesariamente, un dominio constante de inmunogiobulina (region Fc}. Las
inmunoadhesinas pueden presentar muchas de las valiosas propiedades quimicas y bioldgicas de los anticuerpos
humanos. .Como las inmunoadhesinas se pueden construir a partir de una secuencia de proteina humana con una
especificidad deseada enlazada a una secuencia del dominio constante (Fc¢) y de la regidn bisagra de
inmunoglobulina humana, la especificidad de union de interés se puede aicanzar utitizando componentes
totalmente humanos. Estas inmunoadhesivas presentan una inmunogenicidad minima para el pacicnte y son
seguras para su uso prolongado o repetido. En algunas formas de realizacion, la regién Fc es una regiéﬁ IFc con
una secuencia nativa. En algunas formas de realizacion, la region Fc es una variante de la region Fe. En algunas
formas de realizacion, la region Fc es una regién Fe funcional.

Entre los ejemplos de inmunoadhesinas homomultiméricas que se han descrito para uso terapéutico esta
la inmunoadhesina CD4-1gG para bloquear la union del VIH a la superficie celular de CD4. Los datos obtenidos
en ensayos clinicos de fase | en los que se administraba CD4-1gG a mujeres embarazadas justo antes de! parto,
indican que esta inmunoadhesina puede ser atil en la prevencién de la transmisién materno-fetal del VIH

(Ashkenazi et al., Intern. Rev. Immunol. 10:219-227 (1993)). También se ha desarrollacdo una inmunoadhesina
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que se une al factor de necrosis tumoral {TNF). El TNF es una citoquina proinflamatoria que se ha demostrado
que es un mediador importante del choque septicémico. Segun un modelo de ratdn de choque septicémico, una
inmonoadhesina de un receptor del TNF ha demostrado ser un prometedor candidato para su uso clinico en el
tratamiento del choque septicémico (Ashkenazi, A. e af., PNAS USA 88:10535-10539 (1991)). El 2 de noviembre
de 1998, la Food and Drug Administration estadounidense {FDA) autorizo el uso de ENBREL® (etanercept), una
inmunoadhesina que contiene una sechencia del receptor TNF fusionada a una regidn Fe de 1gG, para el
tratamiento de la artritis reumatoide. La nueva indicacién de ENBREL® para el tratamiento de la artritis
reumatoide fue aprobada por la FDA el 6 de junio de 2000. Para obtener informacidn reciente sobre los
blogueadores del TNF, incluido ENBREL®, véase Lovell et al., N. Engl. J. Med 342:763-169 (2000), y el
editorial que lo acompafia en las pag. 810-811; y Weinblatt er al., N. Engl. J. Med. 340:253-259 (1999); resefado
en Maini y Taylor, Annu. Rev. Med. 51:207-229 (2000).

Si los dos brazos de la estructura de la inmunoadhesina presentan especificidades diferentes, la
inmunoadhesina se denomina "inmunoadhesina biespeciﬁca” por analogia con los anticuerpos hiespecificos.
Dietsch et al., J. Immunol. Methods 162:123 {1993) describe este tipo de immunoadhesina biespecitica

combinando los dominios extracelulares de las moléculas de adhesian, E-selectina y P-selectina, donde cada una
y bl

de estas selectinas esta expresada en un tipo de células diferente en la naturaleza. Los estudios acerca de uniones

indican que la proteina de fusion de la inmunoglobulina biespecifica asi formada tiene una mayor capacidad de
unién a una linea de células mieloides que las inmunoadhesinas monoespecificas de las que se ha derivado.

El término "heteroadhesina” se utiliza indistintamente con la expresién "adhesina heteromultimérica
quimérica” y hace referencia a un complejo de moléculas quiméricas (secuencias de aminodcidos) en las que cada
molécula quimérica combina una porcidn bioldgicamente activa, como el dominio extracelular de cada uno de los
mendmeros del recepior heteromultimérico, con un dominio de multimerizacién. El "dominio de
multimerizacion" promueve la interaccion estable de las moléculas quiméricas dentro del complejo
heteromultimérico. Los dominios de multimerizacion pueden interactuar a través de una secuencia de
inmunogloblulina, una cremallera de leucina, una regién hidréfoba, una region hidréfila o un tiol libre que forma
un puente disulfuro intermolecular entre las moléculas quiméricas del heteromultimero quimérico. Bl dominio de
multimerizacidn puede comprender una regién constante de inmunoglobulina. Ademas, se puede disefiar una .
region de multimerizacidn de forma que las interacciones de ésteres no solo promueven una interaccion estable,’
sino que tambi¢n premueven la formacion de heterodimeros con preferencia a la de hemodimeros a partir de una
mezcla de mondmeros. Las "protuberancias” se construyen sustituyendo cadenas laterales cortas de aminoacidos
de la interfaz del primer polipéptido por cadenas laterales mas largas (por ejemplo, tirosina o triptofanc). Las
"cavidades” compensatorias de tamafio idéntico o similar a las protuberancias se crean opcionalmente en la
interfaz del segundo polipéptido mediante Ia sustitucion de las cadenas laterales largas de aminoacidos por cadenas
mads cortas (por ejemplo, alanina o treonina). La secuencia de inmunoglobulina es preferentemente, aunque no

necesariamente, un dominio constante de inmunoglobulina. La porcién de inmunoglobulina en las quimeras de la
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presente invencion se puede obiener a partir de los subtipos de IgGy, 128Gy, 18G3 0 1gGy; IgA, 1gE, 1gD o tgM,

pero preferentemente igGy o 1gGy.

En la presente memoria descriptiva, el término "regién Fe" se utiliza para definir una region C terminal de
una cadena pesada de inmunoglobulina, incluidas las regiones Fc de secuencia nativa y las variantes de las
regiones Fc.

Aunque los limites de la region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar, la region Fe
de la cadena pesada de la [gG humana se suele definir como la extension desde un residuo de aminodcido en la
posicion Cys226, o desde Pro230, hasta el terminal carboxilo del mismo.

La lisina C terminal (residuo 447 segtn el sistema de numeracidn EU) de la regién Fe puede eliminarse,
por ejemplo, durante la produccidn o purificacidn del anticuerpo, o generando mediante recombinacidn el acido
nucleico que codifica una cadena pesada del anticuerpo. .

Por consiguiente, una composicién de anticuerpos intactos puede comprender poblaciones de anticuerpos
con todos los residuos K447 eliminados, poblaciones de anticuerpos sin residucs K447 eliminados y poblaciones
de anticuerpos con una mezcla de anticuerpos con y sin el residuo K447,

A menos que se indique lo contrario, en la presente memoria descriptiva la numeracion de los residuos de
una cadena pesada de inmunoglobulina es la del indice EU tal como se describe en Kabat ef al., Sequences of
Proteins of lmmunological Interest, 5A" edicion, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
MD.{1991). incorporada expresamente a la presente memoria a modo de referencia. Por "indice EU tal como se
describe en Kabat" se entiende la numeracion del residuo del anticuerpb humahonhli-lgGl segun EU.

Una "regién Fe funcionai” tiene una "funcién efectora” de una regién Fc de secuencia nativa. Algunos
ejemplos de "funciones efectoras” incluyen la unién al Clg, la citotoxicidad dependicnte de complemento, la
union al receptor de Fe, la citotoxicidad con mediacidon celular dependiente de anticuerpos (ADCC), la fagocitosis,
la regulacién descendente de receplores en la superficie celular (por ejemplo, el receptor de células B, BCR), elc.
Estas funciones efectoras generalmente requieren que la region Fc se combine con un dominio de union (por
ejemplo, ei dominio variable de un anticuerpo) y se pueden evaluar mediante diversos ensayos, tal y como se
describen en [a presente memoria descriptiva, por ejemplo.

Una "region Fc de secuencia nativa" comprende una secuencia de aminodcido idéntica a la secuencia de

aminoacido de una regién Fc que se puede encontrar en la naturaleza. Las regiones Fc humanas con secuencia

nativa inciuyen una region Fc de 1a 1gG1 humana con secuencia nativa (alotipos A y no A); region Fc de la 1gG2

humana con secuencia nativa; region Fc de la 1gG3 humana con secuencia nativa; y region Fc de la IgG4 humana
con secuencia nativa, asi como las variantes de las mismas que se producen naturalinente.

Una "variante de la region Fc" comprende una secuencia de aminodcidos que difiere de la de una regidn
Fc de secuencia nativa en al menos una modificacién de aminodcidos, preferentemente una o mas sustituciones de

aminoacidos.
Preferiblemente, 1a variante de la regién Fc tiene al menos una sustitucion de aminoacidos, en

comparacion con una region Fc de secuencia nativa o con la region Fe de un polipéptido parental, por ejemplo,
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entre una y diez sustituciones de aminodcidos y, preferiblemente, entre una y cinco sustituciones de aminoacidos
en una region Fe de secuencia nativa o en la region Fe de!l polipéptido parental.

En la presente memoria descriptiv-a, la variante de la region Fc tendrd preferentemente una homologia del
80% al menos, y mejor ain si es del 90% y atn mejor si llega a ser del 95%, con una regién Fc de secuencia nativa
y/o una region Fc de un polipéptido parental.

Un anticuerpo "aislado" es aquél que se ha identificado y separado, y/o recuperado, a partir de un
componente de su entorno natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que
podrian interferir en el diagndstico o los usos terapéuticos del anticuerpo, incluyendo enzimas, hormonas y otros
solutos proteindcecs y no proteinaceos. En las formas de reaiizacion preferentes, el anticuerpa se purificara (1) en
mis del 95% de su peso tal como se determina por el método de Lowry, y mas preferentemente, en mas del 99%
de su peso, (2} en un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos de secuencia N terminal o interna de
aminoacidos mediante un secuenciador de taza giratoria, o (3) hasta alcanzar la homogeneidad mediante SDS-
PAGE, en condiciones reductoras o no reductoras, empleando una tincién con azul de Coomassie o,
preferentemente, plata. Los anticuerpos aislados incluyen el anticuerpo in sitv dentro de células recombinantes, ya
que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente. En cualquicr caso,
nermalimente, el anticuerpo aislado se preparara mediante al inenos una etapa de purificacién.

Los términos "anticuerpe” e "inmunoglobulina" se usan indistintamente en su sentido mas amplio ¢
incluyen anticuerpos monoclonales (por ejemplo, anticuerpos monoclonales intactos o de longitud completa),
anticuerpos policlonales, anticuerpos polivalentes, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos en tanto en cuanto presenten la actividad biolégica deseada) y también pueden incluir determinados
fragmentos de anticuerpos (como se describe en mayor detalle en la presente memoria descriptiva). Un anticuerpo
puede ser humano, humanizado yfo con maduracién de afinidad.

. El término "variable" hace referencia al hecho de que ciertas porcicones de los dominios variables dificren
ampliamente en sus secuencias de un anticuerpo a otro y se utilizan para la unién y especificidad de cada
anticuerpo concreto corl respecto a su antigeno. Sin embargo, la variabilidad no se disiribuye uniformemente a
ravés de los dominios variables de los anticuerpos. Se concentra en tres segmentos, denominados regiones de
d:‘alerminacic’m de complementariedad {CDR) o regiones hipervariables en los dominios variables tanto de la
cadena ligera como de la pesada. Las porciones mas conservadas de los dominios variables se llaman estructura
(FR). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera nativas comprenden cuatro regiones FR quc, en su
mayor parte, adoptan una configuracién de hoja-f, y estin conectadas por tres CDR, que crean bucles que
conectan la estructura de la hoja-f3, y en algunos casos forman parte de ella. Las CDR de cada cadena se
mantienen unidas y en estrecha proximidad mediante las regiones 'R y, junto a las CDR de la otra cadena,
contribuyen a la formacién del sitio de union a antigeno de los anticuerpos (véase Kabat er af., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, National Institute of Health, Bethesda, MD (1991)). Los
dominios constantes no participan directamente en la union de un anticuerpo a un antigeno, pero desairolian
diversas funciones efectoras, como la participacion del anticuerpo en la citotaxicidad con mediacion celular

dependiente de anticuerpos.
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La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos idénticos de unidn a antigeno, llamados
fragmentos "Fab", cada uno de los cuales tiene un solo punto de unién a antigeno, y un fragmento "Fc" residual,
cuyo nombre refleja su capacidad para‘cristalizarse facilmente. El tratamiento con pepsina proﬂuce un fragmento
F(ab’)2 que tiene dos sitios de combinacion a antigeno y sigue siendo capaz de establecer un enlace cruzado con el
ant{geno.

El "Fv" es el fragmento de anticuerpo minim(')vque contiene un sitio completo de reconocimiento y union
a antigeno. En una esbe_cie Fv de dos cadenas, esta region esta compuesta por un dimero de un domino variable de
la cadena pesada y otro de la cadena ligera en una estrecha asociacion no covalente. En una especie Fv de cadena
Unica, un dominio variable de la cadena pesada y otro de la cadena tigera se pueden enlazar covalentemente
mediante un enlazador peptidico flexible, de forma que las cadenas besada N ligei'a se asocien en una estructura
"dimérica” andloga a la presente en una especie Fv de dos cadenas. En esta configuracién, las tres regiones CDR
de cada dominio variable interactan para definir un sitio de union a antigeno en la superficie del dimero VH-VL.
Colectivamente, las seis regiones CDR confieren al anticuerpo una especificidad de union a antigeno. No
obstante, incluso un dominio variable simple (o la mitad de un Fv que comprenda Gnicamente tres regiones CDR
especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer un antigeno y unirse a él, aunque con una afinidad
inferior a la del sitio de unién completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio
constante (CH 1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ se diferencian de los fragimentos FFab por la adicién de
algunos residuos en el extremo carboxi terminal del dominio CH1 de cadena pesada, incluidas una o mas cisteinas
de ia region bisagra de un anticuerpo. Fab'-SH es la denominacion que se da en la presente memoria descriptiva al
Fab' en el que el residuo o residuos de cisteina de los dominios constantes presentan un grupo tiol libre. Los
fragmentos F(ab'), de anticuerpos se produjeron originalmente como pares de fragmentos Fab’ con cisteinas
bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Las "cadenas ligeras" de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier vertebrado pueden asignarse a una
de dos clases claramente diferenciadas, denominadas kappa (x) y lambda (X), en funcion de las secuencias de
aminoacidos de sus dominios constantes. -

Segun la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunog]obulinas
se pueden asignar a distintas clases. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, gD, 1gE, 1gG e
IgM, y varias de éstas pueden seguir dividiéndose en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 12¢G3, 18G4,
IgAl e lgA2. Los dominios constantes de la cadena pesada que corresponden a las distintas clases de
inmunoglobulinas se denominan «, 9, €, v ¥ p, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las
configuraciones tridimensionales de las distintas clases de inmunoglobulinas son muy conocidas.

Los "fragmentos de anticuerpos” contienen Unicamente una porcion de un anticuerpo intacto, en la que la
porcidn conserva al menos una de las funciones normalmente asociadas a esa porcion cuando esta presente en un

anticuerpo intacto, aunque es preferible que conserve la totalidad o la mayoria de estas funciones. Entre los
gjemplos de fragmentos de anticuerpos estan los fragmentos Fab, Fab', F(abY, y Fv, los diacuerpos, los

anticuerpos lineales, las moléculas de anticuerpos de cadena tnica y los anticuerpos multiespecificos formados a
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partir de fragmentos de anticuerpos. En una forma de realizacidn, un fragimento de anticuerpo contiene un sitio de
unién a antigeno del anticuerpo intacto y, de este medo, conserva la capaci.dad para unirse al ant{igeno. En otra
forma de realizacion, un fragmento de anticuerpo, por ejemplo uno que contiene la region Fc, conserva al menos
una de las funciones bioldgicas habitualmente ascciadas a la region Fc cuando estd presente en un anticuerpo
intacto, como la union a FcRn, la modulacion de la semivida del anticuerpo, la funcidn de la ADCC y la unién a
complemento. En una forma de realizacion, un fragmento de anticuerpo es un anticuerpo monovalente que i vivo
tiene una semivida sustancialmente similar a la de un anticuerpo intacto. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo
de este tipo puede contener un brazo de union a antigeno enlazado a una secuencia I'c capaz de dar estabilidad i
viva al fragmento.

En la presente memoria descriptiva, por "region hipervariable”, "HVR" o0 "HV" se entienden las regiones
de un dominio variable de un anticuerpo que son hipervariables en su secuencia y/o forman bucles
estructuralmente definidos. Por lo general, los anticuerpos contienen seis regiones hipervariables: tres en la VH

(H1, H2, H3) y tres en la VL (L1, L2, L3). En la presente memoria descriptiva se usan y engloban diversas

- delineaciones de regiones hipervariables. Las regiones de determinacion de complementariedad (CDR) de Kabat

estan basadas en la variabilidad de las secuencias y son las mas frecuentemente usadas (Kabat ef af., Proteins of
Immunological Interest, Sth Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)).
Chothia, en cambio, se refiere a ta ubicacién de los bucles estructurales (Chothia y Lesk, J. Mol. Bicl. 196:901-
917 (1987)). Las regiones hipervariables de un anticuerpo monoclonal (AbM) representan una solucidn
intermedia entre las CDR de Kabat y los bucles estructurales de Chothia y son las utilizadas en el soflwarg de
modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Las regiones hipervariables "de contacto” se basan en un
andlisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles. A continuacion, se indican los residuos procedentes
de cada una de estas regiones hipervariables.

Bucle Kabat AbM  Chothia Contacto
LI L24-1.34 L24-1.34 126-L32 L30-L.36
L2 L50-L56 L50-1.56 L50-L52 - L46-L55
L3 L89-L97 1.89-1.97 L91-1.96 L89-L96
H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 1-130;1-13 5B
(Numeracién de Kabat)
HI H3I-H35 H26-H35 H20-H32  H30-H35
(Numeracion de Chothia)
H2  HS50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58
H3  H95-H102  H9S5-HI02Z H96-HI0! H93-HI10]

Las regiones hipervariables pueden comprender "regiones hipervariables ampliadas" como se indica a

continuacion: 24-36 6 24-34 (L1}, 46-56 ¢ 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en la VL y 26-35 (H1), 50-65 6 49-65 (M2) y
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93-102, 94-102 6 95-102 (H3) en la VH. Los residucs de dominio variable estin numerados seglin Kabal et al.,
como se ha indicado antericrmente, para cada una de estas definiciones.

Los residuos de una "estructura” o "FR" son aquellos residuos de un dominio variable distintos a los de
una region hipervariable, tal como se define en ia presente memoria descriptiva.

El término "anticuerpo monoclonal”, en el contexto de la presente memoria descriptiva, se refiere a un
anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos
individuales que comprende la poblacion son idénticos yfo se unen al mismo o a los mismos epitopos, excepto en
el caso de posibles variantes que pudiesen surgir durante la produccion del anticuerpo monoclonal, las cuales, por
lo general, esiarian presentes en cantidades insignificantes. Generalmente, dicho anticuerpo monoclonal incluye un
anticuerpo que compr"endé una secuencia de polipéptidos que se une a una diana, donde dicha secuencia de
polipéptidos unida a una diana se obtiene mediante un proceso que incluye la seleccién de una secuencia de
polipéptidos tnica unida a una dianaa partir de una gran variedad de secuencias de polipéptidos. Por ejemplo, ¢l
preceso de seleccion puede consistir en la seleccion de un Gnico clon a partir de una gran variedad de clones, como
un conjunto de clones de hibridoma, clones de fago o clones del ADN recombinante. Deberia entenderse que la
secuencia seleccionada de unidn a una diana puede suftir mds alteraciones; por ejemplo, para mejorar la afinidad
con la diana, humanizar la secuencia de unién a la diana, mejorar su produccion en cultivo celular, reducir su
inmunogenicidad in vivo, crear un anticuerpo multiespecifico, etc., y que un anticuerpo que comprende la
secuencia alterada de unién a una diana es también un anticuerpo monoclonal de esta invencion. A diferencia de
las preparaciones de anticuerpos policlonales, que generalmente incluyen distintos anticuerpos dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monaoclonal de una preparacién de anticuerpos monaclonales
actia contra un tnico determinante en un antigeno. Ademés de su especificidad, las preparaciones de anticuerpos
monoclonales tienen la ventaja de que no suelen estar contaminadas por otras inmunoglobulinas. El modificador
"monoclonal” indica el caracter del anticuerpo del que se ha obtenido de una poblacion de anticuerpos
sustanciahnente homogénea, y 1o debe interpretarse que sea necesario producir el anticuerpo utilizando un método
concreto. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se utilicen de conformidad con la presente invencion
pueden obte.nerse a partir de diversasA técnicas, incluido, por ejemplo, €l método del hibridoma (por ejemplo,
Kohler et af., Nature, 256:495 (1975); Harlow ef al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2nd ed. 1988); Hammerling ef ¢l., en: Monoclonal Antibodies and T-Celi Hybridemas 563-
681, (Elsevier, N.Y., 1981})), métodos del ADN recombinante (véase, por ejemplc;, la Patente de EE.UU. n.°
4.816.507), tecnologia de representacion en fagos (véase, por ejemplo, Clackson er al., Nature, 352:624-G28
(1991); Marks ef a/., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991); Sidhu er «!, J. Mol. Biol. 338(2):299-310 (2004); Lee et
al., 1.Mol.Biol.340(5):1073-1093 (2004); Feilouse, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004); y Lee
et al., J. Immunol. Methods 284(1-2):119-132 (2004), y tecnologias para producir anticucrpos humanos o
semejantes a los humanos en animales que tienen partes o la totalidad de los Joci inmunoglobulinicos humanos o
genes que codifican secuencias de la inmunoglobulina humana (véanse, por ejemplo, el documento WO
1998/24893; el docuinento WO 1996/34096; el documento WO 1996/33735; el documento WQ 1991/10741;
Jakobovits er al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993);
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Bruggemann ef al., Year in Immuno., 7:33 (1993); las Patentes de EE.UU. n.° 5.545.806, 5.569.825, 5.591.669
(todas de GenPharm) y 5.545.807; el documento WO 1997/17852; las patentes de EE.UU. n.° 5.545.807,
5.545.800; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.601.016; Marks ef al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992);
Lonberg ef al., Nature, 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature, 368: 812-813 (1994); Fishwild er al., Nature
Biotechnology, 14: 845-851 (199G); Neuberger, Nature Biotéclmology, 14: 826 (1996); v Lonberg y Huszar,
Intern. Rev, Immuunol,, 13: 65-93 (1995).

Las formas "humanizadas” de los anticuerpos no humanos (por ejemplo, los murines) son anlicuerpos
quiméricos que contienen una secuencia minima derivada de la inmunoglobulina no humana. En su mayor parte,
los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una
region hipervariable del receptor son sustituidos por los residuos de la region hipervariable de una especie no
humana (anticuerpo donante), como el ratén, la rata, el conejo o los primates no humanos, que tenga la
especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la region de estructura (FR) de la
inmunoglobulina humana se sustituyen por sus correspondientes residuos no humanos. Ademas, fos anticuerpos
humanizados pueden comprender residuos que no se encuentren en el anticuerpo receptor ni en el anticuerpo
donante. Estas modificaciones se llevan a cabo para refinar aun mas el rendimiento del anticuerpo. En general, el
anticuerpo huinanizado comprendera sustancialmente todos los dominios variables (o al menos uno, y tipicamente
dos) en los que todos, o sustancialmente todos, los bucies hipervariables correspoﬁdan a los de una
inmunoglobulina no humana y todas, o sustancialmenie {odas, las FR sean las de una secuencia de
inmunoglobulina humana. Opcionatmente, e} anticuerpo humanizado taimbién comprendera al menos una porcion
de una region constante (Fc) de inmunoglobulina, habitualmente de una inmunoglobulina humana. Para mas
informacién, véase Jones ef ¢!, Nature 321:522-525 (1986); Riechmann ¢f af , Nature 332:323-329 (1988); y
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Véanse tambien fos siguientes articulos y referencias citadas en
los mismos: Vaswani and Hamillon, Ann. Allergy, Asthma & Imimunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc.
Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle and Gross, Curr. Op. Biotech, 5:428-433 (1994),

Los anticuerpos (inmunoglobulinas) "quiméricos” tienen una porcion de la cadena pesada y/o tigera
idéntica u homdloga a las secuencias correspondientes de anticuerpos obtenidos de una especie en particular o
pertenecientes a una clase o subclase de anticuerpos en particular, mientras que las demas cadenas son idénticas u
homdlogas a las secuencias correspondientes de anticuerpos obtenidos de otra especie o pertenecientes a otra clase
o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la actividad
bioldgica deseada (patente de EE.UU. n.° 4.816.567 y Moirison ef al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA §1:6851-6855
(1984)). Por "aﬁticuerpo humanizado" como se emplea en la presente memoria descriptiva se entiende un
subconjunto de anticuerpos quimericos.

Los fragmentos "Fv de cadena simple" o "scFv" de un anticuerpo comprenden los dominios VH y VL del
anticuerpo y estos dominios estan presentes en una cadena unica de polipéptidos. Por lo general, el polipéptido
scFv comprende también un enlazador de polipéptidos entre los dominios VH y VL que permite que el scFv forme

la estructura deseada para la unién a antigeno. Para una revisién de los scFv, véase Pluckthun en The
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Pharmaceclogy of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Neyw York, pp.
269-315 (1994). '

Un "antigeno” es un antigeno predeterminado al que un anticuerpo se puede unir selectivamente. El
antigeno diana puede ser un polipéptido, un carbohidrato, un dcido nucleico, un lipido, un hapteno o un compuesto
de ellos, sintético o que se produzea naturaimente. El antigeno diana es, preferiblemente; un polipéptido.

El término "diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unidn a

.antigeno que comprenden un dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de la

cadena ligera (VL) en la misma cadena de polipéptidos (VH - VL). Mediante el uso de un enlazador que sca
demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios de fa misma cadena, estos dominios se
ven obligados a emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unidn a
antigeno. Los diacuerpos se describen con mas detalle en, por ejemplo, la patente europea 404.097, el documento
WO 93/11161 y Hollinger et af., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 {1993),

Un "anticuerpo humano” es aquel que contiene una secuencia de aminodcidos que corresponde a la de un
anticuerpo producido por un humano y/o que se ha producido utilizando cualquiera de las técnicas para produccion
de anticuerpos humanos expuestas en 1a presente memoria descriptiva. Esta definicion de un anticuerpo humano
excluye especificamente un anticuerpo humanizado que contenga residuos de union a antigeno no humanos.

Un anticuerpo con "maduracién de afinidad” es aquél con una o mas alteraciones en una o mas CDR del
mismo que dan lugar a una mejora de la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacion con un anticuerpo
padre que no incluye dichas alteraciénes. Los anticuerpos con maduracidn de afinidad preferentes tendran
afinidades nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos con maduracion de afinidad
se producen mediante procedimientos bien cohocidos en la materia. En Marks e a/., Bio/Technology, 10:779-783
(1992), se describe la maduracién de afinidad a través de la transposicion de los dominios VH y VL. La
mutagénesis aleatoria de la CDR y/o los residuos estructurales se describen en: Barbas et al., Proc Nat. Acad. Sci,
USA, 91:3809-3813 (1994), Schier ef al., Gene 169:147-155 (1995); Yelton ef ¢, J. Immunol. 155:1994-2004
(1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); y Hawkins e al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

Las "funciones efectoras” de un anticuerpo hacen referencia a aquetlas actividades biolégicas atribuibles
a ta region Fe (una region Fc de una secuencia nativa o la regién Fc variable de una secuencia am}noacidica) de un
anticuerpo, y puede variar con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de un anticuerpo
incluyen: La union de Clq y la citotoxicidad dependiente de complemento, la unidn de receptores de Fc, la |
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), la fagocitosis, ia regutacion a la baja de los receptores
en la superficie celular (por ejempio, el reccpior de células B) y la activacién de las células B.

La “citotoxicidad dependiente de anticuerpos” o "ADCC" se refiere a una forma de citotoxicidad en la
cual una IgG segregada unida a los receptores Fc (FcR) presentes en determinadas células citotoxicas (por
gjemplo, células asesinas naturales (NK), neutrofilos y macrofagos) posibilita que estas células efectoras

citotdxicas se unan especificamente a una célula diana que porte un antigeno y, posteriormente, destruyan dicha

célula diana con citotoxinas. Los anticuerpos "arman” a las células citotoxicas y son absolutamente nccesarios

para dicha destruccién. Las células primarias para mediar en la ADCC, las células NK, expresan solo FeyRIE,
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mientras que los monocitos expresan FoyRI, FeyR1 y FeyRIIL La expresion del FeR en células hethatopoyéticas
se resume en la Tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol, 9:457-92 (1991). A fin de
evaluar la actividad de la ADCC de una molécula de interés, se puede realizar un ensayo de ADCC in vitro, como
el que se describe en las patentes de EE.UU. n.° 5.500.362 6 5.821.337 0 se puede realizar el ensayo de Presta que
sé describe en la patente de Estados Unidos n.° 6.737.056. Entre las células efectoras utiles para estos ensayos se
encuentran las células mononucleares de la circulacion periférica (PBMC) v las células asesinas naturales {(NK).
Comeo alternativa, o adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo, por
ejemplo, en un modeio animal como &} que se desvela en Clynes er al., PNAS (EE.UU.) 95:652-656 (1998).

Las "células efectoras humanas” son leucocitos que expresan uno o mds FcR y realizan funciones

efectoras. Preferentemente, las células expresan al menos el FcyRIIT y realizan la funcion efectora de la ADCC.

Entre los ¢jemplos de leucocitos humanos que median en la ADCC estan las células mononucleares dela .
circulacion periférica (PBMC), las células asesinas naturales (NK), los monocitos, las células T citotoxicas y los
neutréfilos, siendo las PBMC y las NK las células preferentes. Las células efectoras se pueden aislar de una fuente
nativa, por gjemplo, de la sangre. '

Los términos "receptor de Fe" o "FecR" describen un receptor que se une a la region Fc de un anticuerpo.
El FeR preferente es un FcR humano con secuencia nativa. Ademds, un FcR preferente es aqué!l que se une a un
anticuerpo anti-{gG (un receptor gamma) e incluye las subclases de receptlores FoyRi, FeyRIl y FeyRlIl,
incluyendo las variantes a_lélicas y las formas de ayuste alternativo de estos receptores. Los receptores FeyRII
incluyen el FeyRILA (un "receptor activador") y el FeyR11B (un "receptor inhibidor™), los cuales tienen secuencias
aminoacidicas similares que difieren principalmente en sus dominioes citoplasmaticos. [l receptor activador
FcyRIIA contiene en su dominio citoplasmatice un motivo activador inﬁmnorreceptor basado en la tirosina
(ITAM). El receptor inhibidor FcyRIIB contienc en su dominio citoplasmatico un motive inhibidor
inmunorreceptor basado en la tirosina (ITIM). (véase resefia M. en Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234
(1997)). En Ravetch y Kinet, Annu. Rev. kmmunol, 9:457-92 (1991), Capel ef o, Immunomethods, 4:25-34
(1994} y de Haas et al., J. Lab. Clin. Med., 126:330-41 {1995) también se revisan.los FcR. Otros FeR, incluidos
aquellos que se identifiquen en el fuiuro, se engloban en el térrmino "FeR™ empleado en la presente imemoria
descriptiva. Este término también incluye el receptor neonatal, FcRn, que ¢s el responsable de la transferencia de
las IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim e/ al., ). Immunol. 24:249 (1994)) y
regula la homeostasis de las inmunoglobulinas.

El documento WQO00/42072 (Presta) describe variantes de anticuerpos con capacidad de union mejorada

- odisminuida & los FcR. El contenido de esta publicacion de patente se incorpora especificamente a la presente

memoria descriptiva a modo de referencia. Véase, ademas, Shields er o/, J. Biol. Chem., 9(2): 6591-6604 (2001).

Se conocen ios métodos de medicién de la unién al FeRn (véase, por ejemplo, Ghetie 1997, Hinton

© 2004). La union al FcRn humano in vivo y la semivida sérica de los polipéptidos de union al ReRn humano de alta

afinidad pueden analizarse, por ejemplo, en ratones transgénicos o lineas celulares humanas transfectadas que

expresan el FcRn humano, o en primates a los que se administran polipéptidos de variante Fe.
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La "citotoxicidad dependiente de complemento” o "CDC" se refiere a la lisis de una célula diana en
presencia del complemento. La via clasica de activacion del complemento se inicia por la unién del primer
componente de! sistema del complemento (C1q) a los anticuerpos (de la subclase apropiada) que estan unidos a su
antigeno cognado. A fin de evaluar la activacion del complemenio, se puede efectuar un ensayo de CDC, cono,
por ejemplo, el que se describe en Gazzano-Santoro ef af., 1. linmunol. Methods, 202:163 (1996).

Las variantes polipeptidicas con secuencias aminoacidicés de la regidn Fe alteradas y capacidad
aumentada o disminuida de unién a Cql se.describen en la Patente de EE.UU. n. 6.194.55181 vy el documento
W099/51642. El contenido de dichas publicaciones de patentes se incorpora especificamente a la presente
memoria descriptiva a modo de referencia. Véase, ademas, [dusogie er ¢/, J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Por "polipéptido que comprende una regién Fc" se entiende un polipéptido, como un anticuerpo o una
inmuncadhesina (véase Ja definicién mas adelante), que comprende una region Fc. La lisina en el extreme C
terminal (residuo 447 segun el sistema de numeracion de EU) de la regidn Fc puede ser eliminada, por ejemplo,
durante la purificacion del polipéptido, o recombinando el acido nucleico que codifica el polipéptido. Por lo tanto,
una composici.(‘)n que contenga un polipéptido con una regidn Fe segin esta invencion puede comprender
polipéptidos con el K447, con todos los K447 eliminados, o una mezcla de polipéptidos con y sin ef residuo K447

Un anticuerpo "de bloqueo" o un anticuerpo "antagonista” es aque!l que inhibe o reduce la actividad
biologica del antipeno al que se une. Los anticuerpos de blogueo o anticuerpos antagonistas preferentes inhiben
sustancial o completamente la actividad biolégica del antigeno.

La adiministracion "cronica” se refiere a la administracion del agente o agentes de un modo continuo,
frente a un modo agudo, con el fin de mantener el efecto terapéutico inicial (actividad) durante un periodo
prolongado de tiempo. La administracion "intermitente” es el tratamiento que no se realiza de forma consecutiva
sin iﬁterrumpcién, sino que tiene caracter ciclico.

Un "trastorno” o "enferimedad” es un proceso que se beneficiaria dei iralamiento con una
sustancia/molécula 0 método de la invencidn. Incluye trastornos o enfermedades cronicas y agudas, comprendidos
los procesos patologicos que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion. Ejemplos de trastornos que se
trataran segn lo establecido en la presente memoria descriptiva son tumores malignos y benignos, carcinoma,
blastoma y sarcoma.

Los términos "trastorno de la proliferacidn celular” y "trastorno de la proliferacion” se refieren a
trastornos asociados a algun grado de proliferacion celular andmala. En una forma de realizacion, el trastorno de
la proliferacion celular es un cancer.

En la presente memoria descripiiva, por "tumor" se entiende todo crecimiento y preliferacion celular
neopldsica, tanto benigna como maligna, asi como todas las células y tejidos cancerosos y precancerosos. Taly
como se usan en la presente memoria descriptiva, los términos "cancer”, "canceroso®, “trastorno de proliferacion
celular, "trastorno de proliferacion” y "tumor" no se excluyen mutuamente.

Los términos "cdncer y "canceroso” describen o se refieren al estado fisiolégico de los mamiferos
tipicaimente caracterizado por un crecimiento/proliferacién celular no regulado. Entre Jos ejemplos de cancer estan

carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas concretos de estas clases de cdncer son el
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cancer de células escamosas, el cancer de células pulmonares pequeiias, el adenocarcinoma pulmonar, el
carcinoma pulmonar escamoso, el cancer de peritoneo, el cancer hepatocelular, el cincer gastrointestinal, el cancer
pancredlico, e] glioblastoma, ¢l cancer de cuello uterino, el cancer de ovario, €l cancer de higado, el cancer de
vqﬁga,e]hepaunna,elcéncerdéxnanugelcﬁncerde(uﬂon,elcéncercokMTecuﬂ,elcardnonulendonnﬂnaio
uterine, el carcinoma de las glanduias salivales, el cancer de rifidn, el cancer de higado, el cancer de prostata, el
cancer vulval, el cdncer de tiroides, el carcinoma hepético, el cancer de estomago, el melanoma y diversos tipos de
cancer de cabeza y cuelio. La desregulacion de la angiogénesis puede ocasionar muchos trastornos que se pueden
tratar mediante las composiciones y métodos de la invencion. Estos trastornos incluyen procesos neoplasicos y no
neoplasicos. Los pl‘oéesos neoplasicos incluyen los descritos anteriormente. Entre los procesos no neoplasicos se
encuentran, entre olros, la hipertrofia aberrante o no deseada, artritis, artritis rewmataide (AR), psoriasis, placas
psoridticas, sarcoidosis, ateroesclerosis, placas ateroescleréticas, retinopatia diabética y otras retinopatias
proliferativas, incluida retinopatia de premadurez, fibroplasia retrolental, glaucoma neovascular, degeneracion
macular asociada a la edad, edema macular diabético, neovascularizacion corneal, neovascularizacién de trasplante
de cornea, rechazo de trasplante de cérnea, neovascularizacién retiniana/del coroides, neovascularizacion del
angulo (rubeosis), enfermedad neovascular ocular, reestenosis vascular, malformaciones arterivenosas (MAV),
meMnghnm,hmnangonugan@oﬁbonw,mpmpkBMSdetHMdesUnduMaen&nnedmjdeGrm@LstMaMede
cornea y otros tejidos, inflamacidn cronica, inflamacion pulmonar, lesion pulmonar aguda/sindrome de distrés
respiratorio del adulto, sepsis, hipertension pulmonar primaria, efusiones pulmonares malignas, edema cerebral
(por ejemplo, asociado a infarto cerebral/traumatismo craneal cerrado/traumatismo), inflamacién sinovial,
formacidn de pafio en AR, miositis osificante, formacion osea hipertréfica, osteoartritis (OA), ascitis refractaria,
enfermedad de ovario poliquistico, endometriosis, enfermedades en el tercer éspacio de fluido (pancreatitis,
sindrome compartimental, quemaduras, enfermedad intestinal), fibroides uterinos, parto prematuro, inflamacion
crénica como enfermedad intestinal inflamatoria (enfermedad de Crohn et alitis ulcerosa), rechazo de trasplante
renal, enfermedad intestinal inflamaloria, sindrome nefritico, crecimiento de masa tisuiar andmala o no deseatla
(no cancer), articulaciones hemofilicas, cicatrices hipertrdficas, inhibicion del crecimiento del cabello, sindrome
de OsIer-Weber, granuloma piogénico, fibroplasias retrolentales, escleroderma, tracoma, adhesiones vasculares,
sinovitis, dermatitis, preclampsia, ascitis, efusion pericardica (como la asociada a pericarditis) y efusion pieural.

En la presente memoria descriptiva, por "tratamiento” se entiende una intervencion clinica en un inlento
de alterar la evolucion natural del individuo o célula tratada y se puede realizar como prevencion o duranic la
evolucién de la enfermedad. Son efectos descables del tratamiento la prevencion de la enfermedad o de su
recidiva, el alivio de los sintomas, la disminucién de cualquier consecuencia patolégica directa o indirecta de la
enfermedad, la prevencion de la metéstasis, la disminucion del ritmo de progresion de la enfermedad, la mejora o
los cuidados paliativos del estado de la enfermedad y la remision o un pronéstico de mejoria. En algunas formas
de realizacion, los anticuerpos se usan para retrasar el desarrollo de una enfermedad o trastorno.

Por "sujeto” se entiende un vertebrado, preferiblemente un mamifero v, especialmente, un humano. Los
mamiferos incluyen animales de granja (como vacas), animales utilizados en actividades deportivas, animales de

compafiia {(como gatos, perros y caballos), primates, ratones y ratas.
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A efectos de tratamiento, por "mamifero” se entiende cualguier animal clasificado como mamifero,
incluidos humanos, animales domésticos y de granja, animales de compaiiia, utilizados en actividades deportivas,
0 en zo0os, cOMO perros, caballos, gatos, vacas, etc. Preferiblemente, el mamifero es un humano.

Una "cantidad eficaz" es una cantidad eficaz, a las dosis y duraate el tiempo necesarios, para lograr el
efecto tera‘péutico o profilactico deseado.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una sustancia/molécula puede variar segin factores como ¢
estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo vy la capacidad de la sustancia/molécula, agonista
o antagonista para dar Jugar a una respuesta deseada en el individus. Una cantidad terapéuticamente eficaz cs
también aquella a la que los efectos toxicos o perjudiciales de la sustancia/molécula, agonista o antagonista se ven
contrarrestados por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una "cantidad eficaz desde el punto de vista
profilactico” es una c.antidad eficaz, a las dosis y durante el tiempo necesarios, para lograr el efecto terapéutico o
profilactico deseado. Habitualmente, aunque no necesariamente, dado que una dosis profilactica se utiliza en
sujetos antes de la enfermedad o en una etapa temprana, la cantidad proﬁlzicticafnénte eficaz ser inferior a la
cantidad terapéuticamente eficaz. -

El término "agente citotdxico" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una sustancia
que inhibe o impide la funcidn de las células y/o causa la destruccion de las mismas. E! término pretende incluir
is6topos radioactivos (por ejemplo, At?'! 131 115y Rel® pel® gny'3? gi2l2 1532, phile isdtopos radiactivos
de Lu), agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, melotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca (vincristina,
vinblastina, etoposido), doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucil, daunorrubicina u otros agentes
intercaladores, enzimas y fragmentos de estas conio nucleoliticenzimas, antibidticos y toxinas come toxinas de
molécula pequefia o loxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluidos
fragmentos y/o variantes de estos y los diversos agentes antineoplasicos o antitumorales que sc describen mds
adelante. Otros agentes citotdxicos se describen mds adetante. Un agente tumoricida ocasiona la destruccion de
las células tumorales.

Un "agente quimoterapéutico” es un compuesto quimico atil en el tratamiento del cancer. Ejemplos de
agentes quimioterapéuticos serian los agentes alquilantes como Ia tiotepa y la ciclofosfamida (CY TOXAN®); los
sulfonatos de alquilo como el busulﬁin, el improsulfan y el piposuifan; las aziridinas como la benzodopa, la
carboquona, la meturedopa y la uredopa; las etileniminas y metilamelaminas incluyendo la altretamina, la
trietilenomelamina, la trietilénofosforamida, la trietilenotiofosforamida y la trimetilolomelamina; los acetogeninos
(en especial, el bullatacin y la bullatacinona); el delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); la beta-
lapachona, e! lapachol; las colchicinas; el dcido betulinico, una camptotecina (incluyendo el topotecan andlogo
sintético (HYCAMTIN®), el CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®), la acetilcamptotecina, 1a escopolectina y la 9-
aminocamptotecina); la briostatina; la callistatina; el CC-1065 (incluyendo sus andloges sintéticos adocelesina,
carcelesina y bicelesina); la podofilotoxina; el acido podofilinico; ia teniposida; las criptoficinas (particularmente
la criptoficina 1 y la 8); la dolastatina; la duocarmicina (incluyendo los andlogos sintéticos KW-2189 v CB1-
TM1); la eleuterobina; la pancratistatina; una sarcodictina; la espongistatina; los gases nitrégeno como el

clorambucil, 1a clornafacina, la colofosfamida, la estramustina, la ifosfamida, la mecloretamina, el clorhidrato de

23



10

15

20

25

30

35

. /."
Expediente n.® P2372R 1 (
{

oxido de mecloretamina, el melfalan, la novembichina, la fenesterina, la prednimustina, la trofosfamida y la
uramusting; las nitrosureas como la carmustina, la clorozotocina, la fotemustina, la lomustina, la nimustina y la
ranimustina; los antibitticos como los de enedina (por ejemplo, la calicheamicina, especialmente la calicheamicina
gamma 11y la omega I1 (véase, por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); la dinemicina,
incluyendo la dinemicina A; una esperamicina; ¢l croméforo de neocarcinostatina v los croméforos de antibidticos
de enedina cromoproteina relacionados (las aclacinomisinas, la actinomicina, la autramicina, la azaserina, las
bleomicinas, la cactinomicina, la carabicina, la carminomicina, fa carcinofilina, tas cromomicinas, la
dactinomicina, la daunorrubicina, Ja detorrubicina, la 6-diazo-5-0xo-L-norleucing, la doxorrubicina (inchuyendo
ADRIAMYCIN®, la morfolino-doxorrubicina, la cianomorfolino-doxorrubicina, la 2-pirrolino-doxorrubicina y la
desoxidoxorrubicing), la epirrubicing, la esorrubicina, la idarrubicina, la marcelomicina, Jas mitonticinas como la
mitomicina C, el acido micofenélico, ia nogalamicina, las olivomicinas, la peplomicina, la potfiromicina, la
puromicing, la quelamicina, la rodorrubicina, la estreptonigrina, la estreptozocina, la tubercidina, el ubenimex, la
cinostatina y la zorrubicina); los antimetabolitos como el metotrexato y ¢l 5-fluorouracilo (5-FU); los analogos del
acido folico como la denopterina, el metotrexato, la teropterina y el trimetrexato; los andlogos de la purina como la
fludarabina, la 6-mercaptopurina, la tiamiprina y la tioguanina; los analogos de la pirimidina como la ancitabina, la
azacitidina, la 6-azauridina, el carmofur, la citarabina, la didesoxiuridina, la doxifluridina, la enocitabina y la
floxuridina; los andrdgenos como la calusterona, el propionato de dromostanolona, ¢l epitiostanol, el
mepitiiostano, la testolactona los antiadrenérgicos como la aminoglutetimida, el mitotano y el wilostano; un
reabastecedor del acido folico como el 4dcido folinico; la aceglatona; el glucdsido aldofosfamida; el acido
aminolevulinico; el eniluracilo; la amsacring; el bestrabucil; el bisantreno; el edatraxato; Ja defofamina; ia
demecolcina; la diaziquona; la elfornitina; el acetato de eliptinio; una epotiiona; el etoglucido; el nitrato de galio;
la hidroxiurea; el lentindn; la lonidainina; los maitansinoides como la maitansina y las ansamitocinas; la
mitoguazona; la mitoxantrona; el mopidanmol; la nitraering; el pentostatin; el fenamet; la pirarrubicina; la
losoxantrona; la 2-etilhidracida; la procarbacina; el complejo polisacdrido PSK® (JHS Natural Products, Eugene,
OR); el razoxano; la rizoxina; el sizofiran; el espirogermanio; el dcido tenuazonico; la triaciquona; la 2,2'.2"-
triclorotrietilamina; los tricotecenos (especialmente la toxina T-2, el verracurin A, el roridin A y la anguidina); el
uretano; la vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); la dacarbacina; la manomustina; ei mitobronitol; ¢l mitolactol;
el pipobroman; la gacitosina; la arabinosida ("Ara-C"); la tiotepa; los taxoides, por ejemplo, el paclitaxel
{TAXQOL®) (Bristol-Myers Squibb Oncelogy, Princeton, N.1.), la formulacion de nanoparticulas de paclitaxel
mediante ingenieria de albumina libre de Cremofor (ABRAXANE™) (American Pharmaceutical Partners,
Schaumberg, [llinois) y el doxetaxel (TAXOTERE®) (Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia); el clorambucil; la
gemcitabina (CEMZAR®), la 6-tioguanina; la mercaptopurina; el metawexato; los analogos de platino ¢ los
basados en platinc como el cisplatino y el carboplatino; la vinblastina (VELBAN®; el platino; el etoposido (VP-
16); la ifosfamida; la mitoxantrona; Ia vincristina (ONCOVIN®); el oxaliplatino; la leucovovina; la vinorrelbina
(NAVELBINE®); la novantrona; el edatrexato; la daunomicina; la aminopterina; el ibandronato; el inhibidor RFFS
2000 de la topoisomerasa; la difluorometilornitina (DMFQ); los retinoides como el acido retinoico; capecitabina

(XELODA®); las sales, los dcidos o los derivados farmacéuticamente aceptables dc cualquiera de las sustancias
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anteriores, asi como las combinaciones de una o mas de las sustancias anteriores como la CHQOP, la abreviatura de
una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisolona, y la FOLFOX, la abreviatura
de un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™) combinado con 5-FU y leucovovina,

También se incluyen en esta definicion los agentes antihormonales que regulan, reducen, bloqucan o

inhiben los efectos de las horinonas que pueden promover el crecimiento del cancer y se presentan a menudo en la

forma de un tratamiento sistémico, es decir, que afecta a todo el organismo. Estos agentes pueden ser hormonas.

Como ejemplos tendriamos los antiestrégenos y los moduladores selectivos de receptores de estrogenos (SERM),
incluyendo, por ejemplo, el tamoxifeno (también el tamoxifeno NOLVADEX®), el raloxifeno (EVISTA®), ¢l
droloxifeno, el 4-h‘idroxitamoxifcno, el trioxifeno, el keoxifeno, el LY 117018, la onapristona y el toremifeno
(FARESTON@); las antiprogesteronas; los reguladores a 1a baja de los receptores de estrdgenos (ERD); los
agentes que oprimen o cierran los ovarios, por ejemplo, los agonistas de 1a hormona liberadora de fa hormona
luteinizante (LHRH) como el acetato de leuprolida (LUPRON® y ELIGARD®), el acetato de goserelina, el
acetato de buserelina y la tripterelina; otres antiandrogenos como la flutaimida, la nitutamida y la bicalutamida y
los inhibidores de la aromatasa que inhiben el enzima aromatasa, encargado de regular la produccién ae esirogenos
en las glandulas suprarrenales, como, por ejemplo, las 4(5)-imidazolas, Ja aminoglutetimida, el acetalo de
megestrol (MEGASE®), el exemestano (AROMASIN®), la formestania, la (adrozola, la vorozola (R1IVISOR®),
el letrozol (FEMARA®) y la anastrozola (ARIMIDEX®). Ademdas, esta deflinicion de los ageates
quimioterapéuticos incluye los bisfosfonatos como el clodronato (por ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®), el
etidronato (DIDROCAL®), el NE-58095, el 4cido zoledrénico/zoledronato (ZOMETA®), el alendronato
(FOSAMAX®), el pamidronato (AREDIA®), el tiludronato (SKELID®) o el risedronato (ACTONEL®), asi
como la troxacitabina (un analoge de la citosina nucledsida 1,3-dioxolano); los oligonucledtidos antisentido, en
particular los que inhiben la expresién geénica en las vias de scfializacion implicadas en la proliferacion celular
aberrante, como, por ejemiplo, el PKC-alfa, el Raf, el H-Ras y el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF-R); las vacunas como THERATOPE® y las que se aplican para terapias génicas, por ejemplo, la
ALLOVECTIN®, la LEUVECTIN® y la VAXID®; el inhibidor de la topoisemerasa | LURTOTECAN®; el
rmRH ABARELIX®; el ditosilato de lapatinib (un inhibidor de molécula pequefia doble tirosincinasa del ErbB3-2
y el EGFR conocido también come GW572016) y las sales, los dcidos o los derivadog farmacéuticamente
aceptables de cualquiera de [as sustancias anteriores.

Por "agente inhibidor del crecimiento™ se entiende, en el contexto de la presente memoria descripliva, un
compuesto o composicion que inhibe el crecimiento de una céluia (como una célula que exprese DLL4) tanto in
vilro como in vivo. Asi, el agente inhibidor del crecimiento puede ser un agente que reduzca significativamente el
porcentgje de célufas {como una célula que exprese DLL4) en la {ase S. Ejemplos de agentes inhibidores del
crecimiento serian los agentes que bloguean 1a progresion det ciclo celular (en un punto distinto de la fase S),
como los agentes que inducen la detencién de la Gl y la fase M. Entre los bloqueadores clasicos de la fase M se
incluyen las vincas (vincristina y vinblastina), los taxanos y los inhibidores de la topoisomerasa It como la
doxorrubicina, la epirrubicina, la daunorrubicina, el etoposido y la bleomicina. Esos agentes que detienen la G

también se desbordan en la detencion de la fase S, por ejemplo, los agentes de alquilacidn del ADN como el
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tamoxifeno, la prednisona, la dacarbacina, la mecloretamina, el cisplating, el metotrexato, e! S-fluorouracilo y la
ara-C. Puede encontrarse mds informacion al respecto en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn and Israel,
eds., capitulo 1, titulado "Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs" ["Regulacion del anillo

celular, oncogenes y farmacaos antineopldsicos"] por Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995,

- especialmente en la pag. 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) son antineopldsicos derivados ambos del tejo del

Pacifico. El docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer) se deriva del tejo-europeo y es un analogo
semisintético del paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). El paclitaxel y el docetaxel promueven 1a unién
de microtibulos a partir de dimeros de tubulina y estabilizan los microtibulos al prevenis la despolimerizacion,
que ocasiona la inhibicion de la mitosis en células,

La "doxorrubicina™ es un antibidtico antraciclina. La denominacion quimica completa de la
doxorrubicina es (8S-cis)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxi-a-L-lixo-hexapiranosil)oxi}-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,1 i -
trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-1-metoxi-5,12-naftacenediona.

Una "enfermedad neovascular intraocular” es una enfermedad caracterizada por neovascularizacion
ocular. Entre los ejemplos de enfermedades neovasculares intraoculares estan retinopatias proliferativas,
neovascularizacion de la coroides (NVC), degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), retinopatia diabética
y otras retinapatias asociadas a isquemia, edema macufar diabético, miopia patologica, enfermedad de von Hippel-
Lindau, histoplasmosis ocular, oclusiones venosas retinianas, incluida oclusion de la vena central de |a retina
(OVCR), neovascularizacién de la cdrnea, negvascularizacion retiniana, etc,

La "patologia" de una enfermedad incluye todos los acontecimientos que ponen en peligro a salud del
paciente. En el caso del cancer, incluyen crecimiento celular andomalo o incontrolable, metastasis, inter{ercncia
con el funcionamiento normal de células circundantes, liberacidn de citoquinas u otras productos secretores a
niveles andmalos, supresion o empeoramiento de la respuesta inflamatoria ¢ intmunoldgica, ete.

La administracion "en combinacidn con" uno o més agentes terapéuticos incluye la administracion
simultanea (concurrente) y consecutiva en cuaalquier orden.

Por "moléculas vehiculo”, tal como se utiliza este término en la presente memoria descriptiva, se
entienden vehiculos farmacéuticamente aceptables, excipientes o estabilizadores que no sean toxicos para la célula
o mamffero expuestos a los mismos a las dosis y concentraciones empleadas. Con ﬁ.'ecuencia, el vehiculo
fisiolégicamente aceptable es una solucién tamponada con pH acuoso. Entre los ejemplos de vehiculos
fisiologicamente aceptables estin tampones como fosfato, cilrato y otros acidos orgénicos; antioxidantes como
acido ascorbico; un polipéptido de bajo peso molecular (inferior a 10 residuos); proteinas, como albiimina sérica,
gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, como polivinilpirrolidona; amino4cidos como glicina,
glutamina, asparragina, arginina o lisina; monosacdridos, disaciridos y otros carbohidratos, como glucosa, manosa
o dextrinas; agentes quelantes como EDTA; alcoholes azucarados, como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sales, como el sodio; y/o surfactantes no idnicos, como TWEENT, polietilenglicol (PEG) y
PLURONICS™.,

Un "liposoma" es una pequeiia vesicula compuesta por varios tipos de lipidos, fosfolipides y/o un

surfactante que es util para la administracién de un farmaco (como un polipéptido’'de DLL4 g un anticuerpo anti-
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DLL4) a un mamifero. Por lo general, los componentes del liposoma eslan dispuestos formando dos capas, de
forma similar a la disposicién de los lipidos en las membanas biologicas:

Los términos "VEFG" y "VEGF-A" se emplean indistintamente para referirse al factor de crecimiento de
las célutas endoteliales vasculares de 165 aminodacidos y a los factores de crecimiento de las células endoteliales
vasculares afines de 121, 145, 183, 189 y 200 aminodcidos, como han descrito Leung ef af., Science, 246:1306
(1989), Houck ef al., Mol. Endocrin., 5:1806 (1991) y Robinson & Stringer, Journal of Cell Sciénce, 144(5):853-‘
865 (2001), junto con las formas alélicas y procesadas de los mismos que se producen naturalmente.

Un "antagonista del VEGF" se refiere a una molécula capaz de sieutralizar, bloquear, inhibir, anular o

reducic las dctividades del VEGF, o interferir con ellas, incluida su unidn a uno o mas receptores del VEGF. Los

antagonistas de} VEGF incluyen los anticuerpos anti-VEGF y los fragimentos de union a antigeno del mismo, las
moléculas receploras y derivadas que se unen especificamente al VEGF e impicen, asi, su unién a uno o mas
receptores, anticuerpos contra los receptores del VEGF y antagonistas de los receptores del VEGF como
inhibidores de molécula pequeiia de las tirosincinasas del VEGFR y proteinas de fusién, por ejemplo, VEGF-Trap
(Regeneron), VEGF121-gelonina (Peregrine). Los antagonistas del VEGF también incluyen variantes
antagonistas de VEGF, moléculas antisentido dirigidas al VEGF, aptameros de ARN y ribozimas contra el VEGF
o los receptores del VEGF.

Un "anticuerpo anti-VEGF" es un anticuerpo que une al VEGF con afinidad y especificidad suficientes,
El anticuerpo anti-VEGF puede usarse como agente terapéutico para scleccionar e interferiv en el desarrolio de
enfermedades o procesos que implican actividad del VEGF, Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos

n.°6.582.959, 6.703.020; el documento W(098/45332; el documento WO 96/30046; el documentc W094/10202,

el documento WO2005/044853; la patente europea EP 06668683 1; las Solicitudes de Patenles de Estados Unidoes

20030206899, 20030190317, 20030203409, 20050112126, 20050186208 y 200501 12126; Popkov et af., Journal
of mmunological Methods 288:149-164 (2004) y el documento WO2005012359. En general, un anticuerpo anti-

VEGFT no se unird a otros homologos de VEGF, tales como VEGF-B o VEGF-C, ni a otros factores de crecimiento

- tales como PIGF, PDGF o bFGF. El anticuerpo anti-VEGF "Bevacizumab (BV)", también conocido como

"ThuMADb VEGF" o "Avastin®", es un anticuerpo monoclonal anti-VEGF humanizado recombinante generado
segun Presta ef @/ Cancer Res., 57:4593-4599 (1997). Incluye regiones estructurales-del [gG1 humane mutado y
regiones determinantes de la complementariedad de union del antigeno procedente del anticuerpo monoclonal anti-
hVEGF de la murina A 4.6.1 que bloquea la unién del VEGF humano a sus receptores. A‘pr_oxis'nadameme el 93%
de la secuencia de aminodcidos del Bevacizumab, incluida la mayoria de las regiones estructuraies, deriva del
IgGl humano, y aproximadamente el 7% de la secuencia deriva del anticuerpo de la murina A4.6.1. El
Bevacizumab tiene una masa molecular de aprox. 149.000 daltons y es glicosilado. El Bevacizumab y otros
anticuerpos anti-VEGF humanizados, incluido el fragimento del anticuerpo anti-VEGF "ranibizamab”, también
cbnocido como "Lucentis®", se describe en mayor detalle en la patente de EE.UU. n.° 6.884.879, publicada ¢l 26
de febrero de 2005.

Por "actividad bioldgica" y "bioidgicamente activo™ en relacién con un polipéptido de DLL4 se entienden

las propiedades fisicas/quimicas y las funciones bioldgicas asociadas a DLL4. En aigunas formas de realizacian,
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la "actividad biolégica” de DLL4 incluye una o mas de las caracteristicas siguientes: la union a un receplor Notch
(por ejemplo, Notch1, Notch2, Notch3, Notchd), la activacidn de un receptor Notch y la activacion de la
sefializacion molecular del receptor Notch después del extremo 3'. En este contexto, el término "modular” incluye
tanto la promocion como la inhibicion.

Por "antagonista de DLL4" se entiende una molécula capaz de neutralizar, bloquear, inhibir, eliminar o
reducir {as actividades de un DLLA4, o de interferir con las mismas, incluyendo, por ejemplo, la reduccion o
blogueo de la activacion de un receptor Notch, la reduccion o blogueo de la sefializacion molecular de un receptor
Notch después del extremo 37, la alteracidn o bloqueo de la unidn del receptor Notch a DLL4 y/o 1a promocién de
la proliferacion de células endoteliales y/o la inhibicién de la diferenciacion de células endoteliales y/o la
inhibicion de la diferenciacion arterial. Entre los antagonistas de DLL4 se incluyen anticuerpos y fragmentos de
unidn a antigeno de esos anticuerpos, proteinas, péptidos, glicoproteinas, glicopéptidos, glicolipidos, polisacaridos,
oligosaciridos, acidos nucleicos, moléculas bioorgdnicas, peptidomimeéticos, agentes farmacolégicos y sus
metabolitos, secuencias de control transcripcional y de traduccion y otros similares. Los antagonistas también
incluyen inhibidores de moléculas pequeiias de una proteina y proteinas de {usion, moléculas de receptores y
derivados que se unen especificamente a la proteina, lo que impide su union a su diana, las variantes de los
antagonistas de la proteina, las moléculas.de ARNsi que actian sobre una proteina, las moléculas antisentido
dirigidas a la proteina, los aptameros de ARN vy las ribozimas que actian contra una proteina. En algunas formas
de realizacién, el antagonista' de DLL4 es una molécula que se une a DLL4 y neutraliza, bloguea, inhibe, elimina o
reduce uno o mds aspectos de la actividad bioldgica de DLL4 ¢ interfiere con ella. En algunas formas de
realizacion, el antagonista de DLL4 ¢s una molécula que se une al receplor Notch {(como Notchi, Noich2, Notch3
y/o Notchd) y neutraliza, bloquea, inhibe, elimina o reduce una actividad biolégica de DLL4 o interficre con ella.
En algunas formas de realizacion, el antagonista de DLL4 modula uno o més aspectos de los efectos asociados a
DLL4, inciuida la reduccion o bloqueo de la activacién del receptor Notch, la reduccidn o blogueo de la
sefializacion molecular después del extremo 3’ del receptor Notch, la alteracién o bloqueo de la union a DLL4 del
receptor Notch y/o la promocion de células endoteliales y/o la inhibicion de la diferenciacion de las células
endoteliales y/o 1a inhibicion de la diferenciacian arterial y/o la inhibicion de la perfusion vascular del tumor y/o el
tratamiento y/o prevencion de un tumor, trastorno de proliferacion celular o neoplasia maligna; y/o el tralamiento o
prevencion de un trastorno asociado a la expresion y/o actividad de DL44 y/o al tratamiento o prevencion de un
trastérne asociado con la expresion y/o actividad del receptor Notch.

Por "composicidn antineoplasica” se entiende tna composicion util en el tratamiento del cancer que
comprende al menos un agente terapéutico activo, por ejemplo, "agente antineoplasico”. Ejemplos de agentes
terapéuticos (agentes anticancerosos, también denominados "agentes antineoplasicos” en la presente memoria
descriptiva) son agentes quimioterapéuticos, agentes inhibidores del crecimiento, agentes citotoxicos, agentes
usados en radioterapia, agentes antiangiogénicos, agentes apoptéticos, agentes antitubulina, toxinas y otros agentes
para tratar el cancer, por ejemplo, anticuerpo neutralizador anti-VEGF, antagonista de VEGF, anti-HER-2, anti-
CD20, un antagonista del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (por ejemiplo, un inhibidor de la

tirosincinasa), inhibidor de HERI/EGFR, erlotinib, un inhibidor de COX-2 (por ejemplo, celecoxib), interferones,
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citocinas, antagonistas (por gjemplos, anticuerpos neutralizadores) que se un¢ a uno ¢ mas d,c\is\lzi)tmes de
ErbB2, ErbB3, ErbB4 o VEGF, inhibidores para tirosincinasas de receptores para factor de crecimiento derivado
de las plaquetas (PDGF) y/o factor de células madre (SCF) {por ejemplo, imatirib, mesilate (Gleevec ®
Novartis)), TRAIL/Apo2L y otros agentes bioactivos y quimicos organicos, etc.

El término "profdrmaco”, tal como se usa en esta solicitud, se refiere a un precursor o forma derivada de
una sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotdxica para células tumorales que el farmaco parental y
es capaz de activarse enzimaticamente o convertirse en la forma parental més activa, Véase, por ejemplo, Wilman,
"Prodrugs in Cancer Chemotherapy” Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast
(1986) y Stella e al., "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery," Directed Drug Delivery,
Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985). Los profirmacos de esta invencion incluyen, entre
otros, profarmacos con fosfato, profarmacos con tiofosfato, profarmacos con sultato, profirmacos con péptidos,
profarmacos modificados con D-aminodcido, profarmacos glicosilados, profarmacos que contienen beta-lactam,
profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituida o profirmacos que contienen fenilacetamida
opcionalmente sustituida, profarmacos 5-fluorocitosina y otros profarmacos 5-fluorouridina que pueden
transformarse en el firmaco mas activo no citotéxico. Ejemplos de fdrmacos citotéxicos que pueden ser
derivatizados para obtener un profarmaco para su uso en esta invencion son los agentes quimioterapéuticos
descritos anteriormente.

Un "factor o agente angiogénico” es un factor de crecimiento que estimula el desarrollo de los vasos
sanguineos, por ejemplo, favorece la angiogénesis, el crecimiento celular endotelial, la estabilidad de los vasos
sanguineos, y/o la vasculogénesis, etc. Por ejemplo, los factores angiogénicos incluyen, aunque sin limitarse a
ellos, el VEGF y los miembros de la familia de los VEGF, el P1GF, la familia de Iog PDGF, Ia familia del factor
de crecimiento de los fibroblastos (FGF), los ligandos TIE (Angiopoietinas), las efrinas, la ANGPTL3, DLL4, elc.
También inclujrian a los factores que aceleran la curacidn de las heridas,*cdnm la hormona del crecimiento, el
factor-1 de crecimiento (IGF-1} similar a la insulina, ¢l VIGF, el factor de crecimieﬁlo de la epidermis (EGF), el
CTGF y los miembros de su familia, y el TGF-c y el TGF-B. Véase, por ejemplo, Kiagsbrun y D*Amore, Annu.
Rev. Physiol., 53:217-39 (1991); Streit y Detmar, Oncogene, 22:3172-3179 (2003); Ferrara y Alitalo, Nature
Medicine 5(12):1359-1364 (1999); Tonini et «l., Oncogene, 22:6549-6556 (2003) (por ejemplo, Tabla |, que
enumera los factores angiogénicos); y Sato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003).

Un "agente antiangiogénico” o "inhibidor angiogénico" es una sustancia de bajo peso molecular, un
polinucledtido (incluso, por gjemplo, un ARN inhibidor (ARNi o ARNSsi), un polipéptido, una proteina aislada,
una proteina recombinante, un anticuerpo, o conjugados o proteinas de fusion de los mismas, que inhiben la
angiogénesis, la vasculogénesis o la permeabilidad vascular no deseada, bien directa bien indirectamente. Por
ejemplo, un agente antiangiogénico es un anticuerpo u olro antagonista a un agente angiogéncio tal como se define
anteriormente, por ejemplo, anticuerpos anti-VEGF, anticuerpos anti-receptores VEGFE, pequefias moléculas que
bloquean la sefializacion de los receptores de VEGF (por ejemplo, PTK787/ZK2284, SUG66S,
SUTENT®/SU1i248 (malato de sunitinib), AMG706, o los descritos en, por ejemplo, solicitud para patente

internacional WO 2004/113304). Los agentes antiangiogénicos también incluyen inhibidores nativos de la
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angiogénesis, por ejemplo, angiostatina, endostatina, etc. Véase, por ejemplo, Klagsbrun y D'Amaore, Annu. Rev,
Physiol., 53:217-39 (1991); Streit y Detmar, Oncogene, 22:3172-3179 (2003) (por ejempio, la Tabla 3, que
enumera [os tratamientos antiangicgénicos en el melanoma maligna); Ferrara y Alitalo, Nature Medicine
5(12):1359-1364 (1999); Tonini e/ al., Oncogene, 22:6549-65506 (2003) (por ejemplo, la Tabla 2, que enumera
factores antiangiogénicos); y Sato Int. J. Clin. Oncal., 8:200-206 (2003) (por ejemplo, la Tabla 1, que enumera
antiangiogénicos usados en ensayos clinicos).

Métodos y composiciones de la invencidn

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento segtn el cual el desarrollo vascular se inhibe
mediante el tratamiento con un agente que moedule la activacion de la via del receptor Notch por Delta-like-4
(denominado indistintamente "DLL4"). El tratamiento con ur antagonista de DLL4 ocasionaba un aumento de la
proliferacion de las célilas endoteliales (CE), una incorrecta diferenciacion de las células endoteliales y un mal
desarrollo arterial de la vasculatura, incluida la vasculatura de los tumores. Sorprendentemente, el tratamiento con
un anticuerpo anti-DL.L4 ocasionaba la inhibicion del crecimiento tumoral en varios tipos de cancer distintos.
Aunque ain no se ha demostrado, se cree que el aumento de la proliferacion de células endotcliales y la alteracion
de la diferenciacidn de estas ocasiona una disfuncién vascular en los tumores, lo que da lugar a la inhibicion del
crecimiento tumoral. Por ello, se cree que los antagonistas de DLL4 constituyen, en lineas generales, un método
de tratamiento eficaz para el cdncer. '

Segtn esto, la invencidon proporciona métodos, composiciones, kits y articulos de fabricacion para los
procesos de modulacion (por ejemplo, promocion o inhibicién) que intervienen en la angiogénesis y para su uso en
procesos patologicos asociados a la angiogénesis, como cancer.

De acuerdo con la presente invencion, se considera que pueden usarse tos moduladores de DiLL4 yio fas
combinaciones de los moduladores de DLL4 y otros agentes terapéuticos para tratar diversos trastornos.

De este modo, [a invencion engioba métodos para inhibir la angiogénesis que hacen uso de una cantidad
eficaz de un antagonista de DLL4 (como un anticuerpo anti-DLL4 o una inmunocadhesina de DLL4) para inhibir la
activacién de los receptores Notch (como Notchl, Notch2, Notch3 y/o Notchd) originada por DLL4. En otro
aspecto, la invencién proporciona métodos para inhibir la angiogénesis, los cuales comprenden la adminislra'c[(')n
de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 a un sujeto que necesite ese tratamiento. En algunas formas de
realizacién, el antagonista de DLL4 es capaz de promover la proliferacion de células endoteliales, inhibe la
diferenciacion de las céiulas endoteliales, inhibe el desarrollo arterial y/o reduce la perfusion vascular. En otro
aspecto, la invencion proporciona métedos para estimular la proliferacion de células endoteliales, inhibir la
diferenciacion de células endoteliales, inhibir el desarrollo arterial y/o inhibir la perfusion vascular de tumores, y
dichos métodos 00111prendén la administracién de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 a un sujcto que
necesite este tratamiento.

Los ejemplos de trastornos neopldsicos que deben tratarse con un antagonista de DLL4 (como un
anticuerpo anti-DLL4) incluyen los descritos en esta memoria y englobados en los términos "céncer" y
"canceroso”. Los procesos no neopidsicos sensibles al tratamiento con antagonistas utiles de la invencion

incluyen, entre otros, por ejemplo, hipertrofia aberrante o no deseada, artritis, artritis reumatoide (AR), psotiasis,

-30-



10

15

20

25

30

35

Expediente n.° P2372R 1

)

placas psoriaticas, sarcoidosis, ateroesclerosis, placas atercescleréticas, edema como consecuencia de un infarto de
miocardio, retinopatia diabética y otras retinopatias proliferativas incluida la retinopatia de premadurez, {ibroplasia
retrolental, glaucoma neovascular, degeneracion macular asociada a la edad, edema macular diabético,
neavascularizacion corneal, neovascularizacion de trasplante de cornea, rechazo de trasplante de cornea,
neovascularizacion retiniana/de la coroides, neovascularizacion del angulo (rubeosis), enfermedad ncovascular
ocular, reestenosis vascular, malformaciones arterivenosas (MAV), meningioma, hemangioma, angiofibroma,
hiperplasias de tiroides (incluida la enfermedad de Grave), trasplante de c6rnea y otros tejides, inflamacion
crénica, inflamacion pulmonar, lesion pulmonar aguda/sindrome de distrés respiratorio del adulto, hipertension
pulmonar primaria, efusiones pulmonares malignas, edema cerebral (por ejemplo, asociado a infarto
cerebral/traumatismo craneal cerrado/traumatismo), inflamacién sinovial, formacion de,' pafio en AR, miositis
osificante, farmacién osea hipertrofica, osteoartritis {OA), ascitis refractaria, enfermedad de ovario poliguistico,
endometriosis, enfermedades en el tercer espacio de fluido (pancreatitis, sindrome compartimental, quemaduras,
enfermedad intestinal), fibroides uterines, parto prematuro, inflamacion crdnica como enfermedad intestinal
inflamatoria (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), rechazo de trasplante renal, enfermedad intestinal
inflamatoria, sindrome nefritico, crecimiento de masa tisular anémala o no deseada (no céncer), obesidad,
crecimiento de la masa tisular adiposa, articulaciones hemofilicas, cicatrices hipertroficas, inhibicion de
crecimiento del cabello, sindrome de Osler-Weber, granuloma piogénico, fibroplasias retrolentales, escleroderma,
tracoma, adherencias vasculares, sinovitis, dermatitis, preclampsia, ascitis, efusidn pericardica (comeo la asociada a
pericarditis) y efusion pleural. Otros ejemplos de trastornos que se pueden tratar con un a'ntagonista de DLL4
(como un anticuerpo anti-DLL4) incluyen un trastorno epitelial o cardiaco. _
Para el tratamiento de los procesas patoldgicos pueden utilizarse los moduladores de DLL4, por ejemplo,
agonistas o activadores de DLL4. En algunas formas de realizacién, los moduladores de DLL4, por ejemplo, los

agonistas de DLL4, se pueden utilizar para el tratamiento de procesos patoldgicos en los que se desea conseguir la

‘inhibicidn de la angiogéunesis. Los moduladores de DLL4, por ejemplo, los agonistas'de DLLA4, pueden utilizarse

también en el tratamiento de procesos patoldgicos en los que se desea conseguir 1a angiogénesis o
neovascularizacion y/o la hipertrofia; estos procesos incluyen.li'aumalismo vascular, heridas, desgarros, incisiones,
quemaduras, tlceras (por ejemplo, tlceras diabél;cas, tlceras de presion, tlceras hémoﬁ’licas, tlceras varicosas),
crecimiento tisular, aumento de peso, enfermedad arterial periférica, induccidn del parto, crecimiento del pelo,
epidermdlisis bulosa, atrofia retiniana, fracturas oseas, arlrodesis vertebral, desgarros del menisco, etc.
Tratamientos combinados

Como se ha indicado anteriormente, la invencién proporciona tratamientos combinados en los que un

-antagonista de DLL4 {(como un anticuerpo anti-DL1.4) o un agonista de DI.L4 se administra con otro tratamiento.

Por gjemplo, se usan antagonistas de DLL4 en combinacion con antineopldsicos o agentes antiangiogénicos para
tratar diversos procesos neopldsicos o no neopldsicos. En una forma de realizacion, el proceso neoplédsico o no
neopldsico se caracteriza por un proceso patoldgico asociado a angiogénesis anomala o no deseada. El antagonista

de DLL4 se puede administrar en serie o en combinacidn con otro agente terapéutico que sea eficaz para estos
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fines, bien en la misma composicion o en otra distinta. Alternativamente, o adicionalmente,s\epued n administrar
diversos inhibidores de ta'DLLA.

La administracién del antagonista de DLL4 (o del agonista de DL1.4) y el otro agente terapéutico {por
ejemplo, el antineoplasico, el antiangicgénico) se puede efectuar simultaneamente, por ejemplo, en composicién
Umica o como dos ¢ mas composiciones distintas, utilizando la miﬁma via de administracion o vias de
administracion diferentes. Otra posibilidad, que se puede combinar con lo anterior, es la administracion
secuencia'l, en cualquier orden. Otra posibilidad es que estos pasos se sigan secuencial y simultaneamente,
combinande un método y otro, en éuaiquier orden.

En determinadas formas de realizacién, pueden transcurrir intervalos de tiempo que oscilen de minutos a
dias, semanas 0 meses entre la administracién de las dos o mas compaosiciones. Por ejemplo, el agente
antineoplasico se puede administrar primero, seguido del antagonista de DLL4. No obstante, también esta prevista
la administracion simultanea o la administracién en primer lugar del antagonista de DLL4. Segin esto, en un
aspecto, la invencion proporciona métodos que comprenden la administracién de un antagonista de DLL4 (comeo
un anticuerpo anti-DLL4), seguida de Ia administracion de un antiangiogénico (como un anticuerpo anti-VEGF).
En determinadas formas de realizactdn, pueden transcurrir intervalos de tiempo que oscilen de minutos a dias,
semanas 0 meses entre la administracion de las dos o méds composiciones.

El médico o veterinario fijard, segin su criterio, las cantidades eficaces de agentes terapéuticos que se
administraran en combinacién con un antagonista de DLL4 (o un agonista de DLLA4). La administracion y el
ajuste de la dosis se realiza para lograr el méximo control de los procesos que se van a tratar. La dosis dependerd,
ademads, de factores como el tipo de agente terapéutico que se vaya a utilizar y el paciente especifico que vaya a
tratarse. Las dosis adecuadas para cualquiera de los antineoplasicos son aquellas que se utilizan actualmente y se
pueden disminuir debido a la accion combinada {sinergia) del antineoplasico y el antagonista de DLL4. En
determinadas formas de realizacion, la combinacion de los nhibidores potencia la eficacia de un unico inhibidor,
El termino "potenciar” se refierc a una mejora de la eficacia de un agente terapéutico en su dosis habitual o
aprobada. Véase también el apartado Composiciones farmacéuticas de la presente memoria descriptiva.

Tipicamente, los antagonistas de DLL4 y los agentes antineopldsicos son aptas para las mismas
enfermedades o enfermedades similares para bloquear o reducir un proceso patologico como un tumor, un céncer o
un trastorno de proliferacién celular. En una forma de reaiizacién, el antineoplasico en un antiangiogénico.

El tratamiento antiangiogénico en relacién con el cdncer es una estrategia de tratamiento para el cincer
destinada a inhibir el desarrollo de vasos sanguineos tumorales necesario para proporcionar nutrientes que
promuevan el crecimiento tumoral. Debido a que la angiogénesis interviene tanto en el crecimiento del tumor
primario como en la metéstasis, el tratamiento angiogénice proporcionado por la invencion es capaz de inhibir el
crecimiento neoplasico del tumor en el sitio primario, asi como prevenir la metastasis de tumores en sitios
secundarios, lo que permite atacar a los tumores con otros agentes terapéuticos.

Se han identificado muchos otros agentes antiangiogénicos y son bien conocidos en el sector, incluidos
los enumerados en la presente memoria descriptiva, por ejemplo, enumerados en Definiciones vy, por ejemplo, por

Carmeliet y Jain, Nature 407:249-257 (2000); Ferrara ef al., Nature Reviews:Drug Discovery, 3:391-400 (2004}, y
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Sato, Int. I. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003). Véase también la solicitud de patente de Estados :§os
US20030055006. En una forma de reaiizacién, el antagonista de DLL4 se utiliza en cmnbinacic’m con un
anticuerpo neutralizador anti-VEGF (o un fragmento del mismo) y/u otro antagonista de VEGF o un antagonista
del receptor de VEGF, incluidos, por ejemplo, fragmentos de! receptor soluble de VEGF (por ejemplo, VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, neuropilinas (por ejemplo, NRP’[, NRP2)), aptameros capaces de bloguear el VEGF o el
VEGFR, neutralizar anticuerpos anti-VEGFR, inhibidores de bajo peso molecular de tivosincinasas (RTK) del
VEGFR, estt‘alegias antisentido para el VEGF, ribozimas contra el VEGF o receptores del VEGF, variantes de
antagonistas del VEGF y cualquier combinacién de todos ellos. Alternativamente, o adicionalmente, dos o mias
inhibidores de la angiogénesis pueden ser opcionalmente administrados conjuntamente al paciente, ademas del
antagonista del VEGF u otro agente. En alguna forma de realizacion, uno o mas agentes terapéuticos adicionales,
por ejemplo, antineoplasicos, se putden administrar en combinacion con un antagonista de DLL4, ¢l antagonisia
del VEGF y un agente antiangiogénico.

En determinados aspectos de la invencion, otros agentes terapéuticos Utiles para el tratamienio neopldsico
combinado con un antagonista de DLL4 inciuyen otros tratamientos contra el cancer (por ejemplo, tratamiento
quirirgico, radioterapia (por ejemplo, con irradiacion o administracion de sustancias radiactivas), quimicterapia,

tratamiento con antineopldsicos enumerados en la presente memoria descriptiva y conocidos en la materia, o

combinaciones de éstos). De manera alternativa o adicional, dos o mas anticuerpos que se unen al mismo antigeno

o a dos 0 mas antigenos distintos divulgados en la presente memoria descriptiva sc pueden administrar
conjuntamente al paciente. En ocasiones, puede ser beneficioso administrar también una o més citoquinas al
paciente,
Agentes quimioterapéuticos

En un aspecto, la invencion proporciona un método de tratamiento de un trastorno (¢omo un tumor, un
céncer o un trastorno de proliferacion celular) mediante la administracion de cantidades eficaces de un antagonista
de DLL4 (o agonista de DLL4) y/o uno o mds inhibidores de la angiogénesis y uno o mds agenies
quimioterapéuticos. Se pueden usar diversos agentes quimioterapéuticos en los métodos de tratamiento
combinado de la invencidn. Una lista no exhaustiva y que puede servir como ejemplo de antincopldsicos se
incluye en la presénte memoria descriptiva en "Definiciones”. La administracion del antagonista de DI.L4 y el
agenfe quimioterapéutico se puede efectuar simultdneamente, por gjemplo, en com:posicién Gnica o como dos ¢
mas composiciones distintas, utilizando la misma via de administracion o vias de administracién diferentes. Otra
posibilidad, que se puede combinar con lo anterior, es la administracién secuencial, en cualquier orden. Otra
posibilidad es que estos pasos se sigan secuencial y simultaneamente, combinando un método y otro, en cualquier
orden. En determinadas formas de realizacidn, pueden transcurrir intervalos de tiempo que oscilen de minutos a
dias, semanas o meses entre [a administracion de las dos o mas composiciones. Por ejemplo, el agente
quimioterapéutico se puede administrar primere, seguido del antagonista de DLL4. No obstante, también esté
prevista la administracion simultanea o la administracién en primer lugar del antagonista de DLL4. Por ello, en un
aspecto, la invencidn ofrece métodos que incluyen la administracidén de un antagonistas de DLL4 (como un

anticuerpo anti-DL.L4), seguida de la administracion de un agente quimioterapéutico. En determinadas formas de
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realizacion, pueden transcurrir intervaios de tiempo que oscilen de minutos a dias, semanas o meses entre la
administracion de las dos o mas composiciones.

~ Como comprenderdn los expertos en la inateria, las dosis apropiadas de agentes quimioterapéuticos
estarin en torno a las aquelias ya empleadas en tratamientos clinicos en los que los agentes quimioterapéuticos sc
administran solos 0 en combinacion con otros quimioterapéuticos. Es probable que la dosis varie en funcién del
proceso que se esté tratando. El médice que administre el tratamiento serd capaz de determinar la dosis apropiada
pata el sujeto. )
Crecimiento tumoral recidivante

La invencion también proporciona métodos y composiciones para inhibir o prevenir el crecimiento
tumoral recidivante o la proliferacién recidivante de células cancerosas. El término "crecimiento tumoral
recidivante” o "proliferacion ‘recidivanle de células tumorales" se utiliza para describir un proceso en el que los
pacientes sometidos o tratados con un 0 mas de los tratamientos actualmente disponibles (por ejemplo,
tratamientos para el cancer, como quimioterapia, radioterapia, tratamiento quirrgico, tratamiento hormonal y/o
tratamiento biologico/inmunoterapia, tratamientos con aaticuerpos anti-VEGF, especialmente un tratamiento
estandar para el cancer de que se trate) no es clinicamente adecuado para tratar a los pacientes ¢ los pacientes ya
no estan experimentando efecto beneficioso alguno con e} tratamiento y necesitan otre tratamiento adicional
eficaz. Como se usa en la presente memoria descriptiva, la frase también se puede referiv a un proceso de un
paciente "refractario/que no responde al tratamiento"”, por ejemplo, que describa pacienies que responden a
tratamiento pero sufran efectos secundarios, desarrolien resistencia, no respondan al tratamiento, no respondan
satisfactoriamente al tratamiento, etc, En diversas formas de realizacién, un cdncer es un crecimiento tumoral
recidivante o una proliferacion recidivante de células cancerosas en los que el namero de células cincerosas no se
ha reducido ailn significativamente, o ha aumentado, o el tamaiio del tumor no se ha reducido significativamente, o
ha aumentado, o no sigue reduciéndose su tamafio o el ntimero de células cancerosas. Se puede determinar si las
células cancerosas constituyen un crecimiento tumoral recidivante o una preliferacion recidivante de células
tumorales bien in vivo bien in vitro mediante cualquier método conocido en el sector para analizar la eficacia del
tratamiento en células cancerosas, utilizando los sentidos aceptados en el sector de "recidivante” o "refractario” o
"que no responde al tratamiento” en este contexto. Un tumor resistente a un tratamiento anti-VEGFE es un ejemplo
de un crecimiento tumoral recidivante.

La presente invencion proporciona métodos para bloquear o reducir el crecimiento tumoral recidivante o
la proliferacion recidivante de células cancerosas en un sujeto mediante -la administracion de uno o mas
antagonistas de DLL4 (o agonistas de DLL4) para bloquear o reducir el crecimiento tumoral recidivante o ia
proliferacion recidivante de células cancerosas en el sujeto. En determinadas formas de realizacién, el antagonista
se puede administrar después del tratamiento para el cancer. En ciertas formas de realizacion, Jos antagonistas de
DLL4 se administran simultAneamente con tralamiento para el cancer. De manera alternativa o adicional, el
tratamiento con antagonistas de DLL4 se alterna con otro tratamiento para el cancer, en cualquier orden. -La
invencion también engloba métodos de administracién de uno o mas anticuerpos inhibidores pira prevenir el inicio

0 la recurrencia del cincer en pacientes predispuestos a suftir cancer. Por lo gencral, el sujeto estaba o esta
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recibiendo simultineamente tratamiento para el cancer. En una forma de realizacién, el tratamiento para el cancer
es un tratamiento con un antiangiogénico, por ejemplo, un antagonista del VEGF. El agente antiangiogénico
incluye aquellos conocidos en la materia y aquellos encontrados en Definiciones en la presente memoria
descriptiva. En una forina de realizacion, el antiangiogénico es un anticuerpo neutralizador anii—VEGF o
fragmento del mismo (por ejemplo A4.6.1 humanizado, AVASTIN ® (Genentech, South San Francisco, CA),
Y0317, M4, G6, B20, 2C3, etc.). Vednse, por gjemplo, las Patentes de EE.UU n.° 6.582.959, 6.884.879,
6.703.020; el documento WQ98/45332; el documento WO 96/30046; el documento W(94/10202; fa patente
europea EP 0660868B 1, las Solicitudes de Patentes de EE.UU. 20030206899, 200301903 17, 20030203409 y
20050112126, Popkév ef al., Journal of Immunological Methods 288:149-164 (2004); v, el documento
W02005012359. Se puéden administrar otros agentes adicionales en combinacion con antagonistas del VEGF y
un antagonista de DLL4 para bloquear o reducir el crecimiento tumoral recidivante o la proliferacion recidivante
de células tumorales, por ejemnplo, véase el apartado Terapias combinadas en la presente memovia descriptiva.
DLL4

DLL4 es una proteina transmembrana. La regidn extracelular contiene 8 repeticiones del gen EGF-like,
asi como un dominio DSL que se conserva entre todos los ligandos de Notch y es necesario para la union al
receptor. La proteina prevista también contiene una region transmenbrana y una cola citoplasinica que carece de
mbtivos cataliticos. La proteina DLL4 humana es una proteina de 685 aminoacidos que countiene tas regiones
siguientes: péptido de sefial (aminoacidos 1-25); MNNL (aminodcidos 26-92); DSIL. (aminodcidos 155-217); EGF-
Like (amiﬁoécidos 221-251); EGF-Like (aminoacidos 252-282); EGF-Like (aminoﬁcidos 284-322), EGF-Like
{aminoacidos 324-360); EGF-Like (aminodcidos 366-400); EGF-Like (aminoacidos 402-438); EGF-Like
(aminoacidos 440-470); EC FF-Like (aminoécidos 480-518); transmembrana (aminodcidos 529-551); dominio
citoplasmico (aminodcidos 552-685). Las secuencias de aminodcidos y el acido nucléico de DLL4 son conocidas
en el sector y se abordan mas adelante en la presente memoria descriptiva. La secuencia de acidos nucleicos que
codifica la DLL4 se puede disefiar utilizando [a secuencia de aminodcidos de la region deseada de DLLA.
Alternativamente, se puede utilizar la secuencia de ADNc¢ de DLL4 (o fragmentos de ésta). El namero de entrada
de la DLL4 humana es NM_019074 y el nimero de entrada de la DLL4 murina es NM_(19454,

DLL4 se une a los receptores Notch. La via de los receptores Notch conservada en ia linea evolutiva es
un regulador clave de muchos procesos de desarrollo, asi como de muchos drganos que se autorenuevan tras el
nacimiento. Desde los invertebrados a los mamiferos, la sefializacion de los receptores Notch guia a las células a
través de maltiples decisiones que deben tomar e influye ta proliferacion, la diferenciacién y la apoptosis (Miele y
Osborne, 1999). La familia de receptores Notch esta formada por receptores de la superficie celular que han
conservado su estructura y que se activan mediante ligandos unidos a la membrana de la familia de genes DSL
(que reciben su nombre de Delta y Seirate, de la drosofila, y Lag-2, de C. elegans). Los mamiferos tienen cuatro
receptores (Notch 1, Notr;h 2, Notch 3, Notch 4) y cinco ligandos (Jag!, Jag2, DLLI, DII3 y DLL4). Por la
activacion ocasionada por los ligandos presentes en las células circundantes, los receptores Notch se ven
sometivos a sucesivas escisiones proteoliticas. Esto da lugar a la liberacion del dominio intracelular Notch

(NICD), que se transloca en el niclen y forma un complejo transcripcional con la proteina de union al ADN, RBP-
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Jk, también conocida por CSL [por CBF1/Su(H)/Lag-1] y otros cofactores transcripcionales. Los genes diana
primarios de la activacién de los Notch incluyen la familia de genes HES (Hairy/Enhacer of Split, es decir,
Intensificador piloso de las proteinas split) y los genes asociadgs a HES (Hey, CHF, HRT, HESR), que, a su vez,
regulan a [os efectores transcripcionales situados después del extremo 3' de forma especifica para un tejido y tipo
celular (Iso ef af., 2003; Li y Harris, 2005).

Moduladores de DLL4

Los moduladores de DLL4 son moléculas que modulan la actividad de DLL4, como por éjemplo,
agonistas y antagonistas. El témino "agonista de DLL4" se utiliza para hacer referencia a analogos peptidicos y no
peptidicos de DLL4 (como el DLL4 multimerizado descrito en la presente memoria descriptiva) y a otros agentes,
siempre que tengan la capacidad de trasmitir sefial a través de un receptor Notch nativo {por ejemplo, Notchl,
NotchZ, Notch3, Notchd4). El término "agonista” se define en el contexto de la funcion biolégica de un receptor
Notch. En determinadas formas de realizacion, los agonistas tienen las actividades bioldgicas de un DLL4, tal y
como se definen anteriormente, como la unién a un receptor Notch {por ejemplo, Notchl, Notch2, Notch3,
Notch4), la activacion de un receptor Notch y la activacién de fa sefializacion molecular de un receptor Notch
después del extremo 3'. En algunas formas de realizacion, los agonistas de DLL4 inhiben Ia proliferacion de
células endoteliales, promueven la diferenciacion de células epiteliales y/o promueven el desarroflo arterial. En
algunas formas de realizacion, los agonistas de DLL4 inhiben el desarrollo vascular.

Los moduladores de DLL4 son conocidos en este 4mbito y algunos de ellos se describen y ejemplifican
en la presente memoria descriptiva. En la presente memoria descriptiva, en el apartado "Definiciones", se
proporciona una lista, a modo de ejemplo, de antagonistas de DLL4 (como un anticuerpo anti-DLL4 y una
inmunoadhesina de DLL4).

Los moduladores utiles de ia presente memoria descriptiva se pucden caracterizar pos sus propiedades
fisicas/quimicas y funciones biolégicas mediante diversos ensayos conocidos en la materia. En algunas formas de
realizacion, los antagonistas de DLL4 se caracterizan por uno o mas de los elementos siguientes: fa unién a DLLA,
la unién a un receptor Notch, la reduccion o bloqueo de la activacién del receptlor Notch, la reduccion o blogueo
de la seiializacién molecular después del extremo 3' del receptor Notch, la alteracion o bloqueo de la unién a
DLL4 del réceptor Notch y/o la promocion de células endoieliales y/o la inhibicidon de la diferenciacién de las
células endoteiiales y/o la inhibicidn de la difcrenciacion arterial y/o la inhibicién de la perfusion vascular del
tumor y/o el tratamiento y/o prevencion de un tumor, trastorne de proliferacién celular o neoplasia maligna; y/o el
tratamiento o prevencion de un trastorno asociado a la expresién y/o actividad de DLL4 y/o al tratamiento o
prevencion de un trastorno asociado con la expresién y/o actividad del receptor Notch. En algunas formas de
realizacion, los agonistas de DLL4 sc caracterizan por uno o mas de los factores siguientes: union a un receptor
Notch (por ejemplo, Notchl, Notch2, Notch3, Notchd), activacion de un receptor Notch, activacidn de la
sefializacion molecular de un receptor Notch después del extremo 3', inhibicion de la proliferacian de células
endoteliales, promocidn de la diferenciacidn de células epiteliales y/o promacion del desarrollo arterial. Los
métodos para caracterizar a los antagonistas v agonistas de DLL4 son conocidos en este dmbito y algunos de ellos

se describen y ejemplifican en la presente memoria descriptiva.
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Auticuerpos

Los anticuerpos anti-DLL4 son conocidos en este ambito y algunos de ellos se describen y ejemplifican
en la presente memoria descriptiva. Los‘anticuerpos anti-DLL4 son, preferentemente, monoclonales, También se
incluyen dentro del 4mbito de la invencion fragmentos de anticuerpos como los fragmentos Fab, Fab', Fab-SH y
F(ab",, de los anticuerpos anti-DLL4 proporcionados en la presente memoria descriptiva. Estos fragmentos de -
anticuerpos se pueden crear por medios tradicionales, como digestién enzimdtica, o se pueden generar mediante
técnicas recombinantes. Estos fragmentos de anticuerpos pueden ser quiméricos o humanizados. Estos
fragmentos son Gtiles para los fines diagndsticos y terapéuticos que se exponen a continuacion.

Las anticuerpos monoclonales se obtienen a partir de una poblacion de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que forman fa poblacidn son idénticos, excepto en posibles
muiaciones de formacion natural que pueden estar presentes en cantidades insigni'ﬁcantes Por lo tanto, ¢l
modificador "monoclonal” indica el cardcter del anticuerpo, que no es una mezcla de anticuerpos discretos.

Pueden obtenerse anticuerpos monoclonales anti-DLL4 utilizando el método del hibridoma, descrito por
primera vez en Kohler e/ a/., Nature, 256:495 (1975), o métodos de ADN recombinante (patente de EE.UU. n.°
4.816.567). -

En el método del hibridoma, se inmuniza a un raton u otro animal huésped apropiado, como un hamster,
para obtener linfocitos que produzcan o sean capaces de ;ﬁr'odtlcil' anlic’uerpos que se uniran especilicamente a la
proteina utilizada para la inmunizacidn. Los anticuerpos anti-DLI.4 se producen generalimente en anitmales
mediante varias inyecciones subcutaneas (sc) 0 intraperitonales (ip) de DLL4 y un adyuvante. La DLL4 se puede
preparar usando métodos bien conocidos en este ambito, algunos de los cuales se describen con mas detalic en la
presente memoria descriptiva. Por ejemplo, la produccion recombinante de DLL4 se describe mas adelaite. En
una forma de realizacién, se inmuniza a los animales con un derivado de DLL4 que contiene el dominio
extracelular (ECD) de DLI4 fusionado a la porcion Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. En una forma
de realizacion preferida, se inmuniza a los animales con una proteina de fusion DLL4-1gG 1. Los animales suclen
ser inmunizados contra conjugados inmunogénicos o derivados de DLL4, con monofosforil lipido A
(MPL)/dicrinomicolato de trehalosa (TDM} (Ribi Immunochem. Research, Inc., Hamilton, MT) y la solucién se
inyecta intradérnticamente en multiples puntos. Dos semanas mds tarde, los animales reciben una dosis de
recuerdo. Entre 7 vy 14 dias mds tarde se extrae sangre a los animales y el suero se analiza para titular los
anticuerpos anti-DLL4. Los animales reciben dosis de recuerdo hasta que se alcancen los niveles adecuados de
titulacion.

e manera alternativa, los linfocitos pueden ser inmunizados in vitro. Después, los linfocitos se fusionan
con las células de mieloma utilizando un agente fusionante adecuado, como por ejemplo polietilenglicol, para
formar una célula de hibridoma (Goding, Manocional Antibodies: Principles and Practice, pags. 59-103
{Academic Press, 1986)).

Por lo tanto, las células de hibridoma preparadas se siembran y crecen en un medio de cultivo adecuado
que preferentemente contenga una o mas sustancias que inhiban el crecimiento o la supervivencia de las células de

mieloma parentales no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma parentales no contienen la enzima
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hEpoxantina-guanina-fosforribosiI-trénsferasa {(HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para ios hibridomas
generalmente incluira hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT), que contienen sustancias que previenen
el crecimiento de células deficitarias en HGPRT.

Las células de mieloma preferentes son aquellas que se fusionan eficazmente, soportan altos niveles
estables de produccion de anticuerpos por parte de las células productoras de anticuetpos scleccionadas y son
sensibles a un medio como el HAT. Entre éstas, las lineas celulares de mieloma preferidas son las lineas de
mieloma murino, como las derivadas de los tumores de ratones MOPC-21 y MPC-11, disponibles en Salk Institute
Cell Distribution Center, Sa_n_Dieg,o, California, EE.UU., y las células SP-2 0 X63-Ag8-G53, disponibles en
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, EE.UU. Las lineas celulares de mieloma bumane y
heteromieloma de ratén-humano también se han descrito para la produccién de anticuerpos monoclonales
humanos (Kozbor, J. lmmunol., 133:3001 (1984), Brodeur e al., Monoclonal Antibody Production Techniques
and Applications, pags. 51-63 (Marcet Dekker, Inc., New York, 1987)).

’ Se analiza el medio de cultivo en el cual crecen fas células de hibridoma para la produccion de
anticuerpos monoclonales dirigidos directamente conua DLL4, Preferentemente, la especificidad de union de los
anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma esia determinada por la inmunoprecipitacion o
por un ensayo de unién, como el radioinmunoenséyo (RIA) o ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA).

La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal puede determinarse, por ejemplo, mediante el analisis
Scatchard de Munson ef a/., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Después de identificar que las células de hibridoma producen anticuerpos con la especificidad, afinidad
y/o actividad deseada, los clones se pueden subclonar limitando los procedimientos de dilucidon y pueden crecer
mediante métodos estandar (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pags. 59-103 (Academic
Press, 1986)). Los medios de cuitivo adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-
1640. Ademas, las células de hibridoma pueden cultivarse in vive en un animal como tumores con ascitis.

Los anticuerpos monoclanales secretados por los subclones se separan ade-cuadamenle del medio de
cultivo, los fluidos asciticos o el suero mediante procedimientos convencionales de purificacion de
inmunoglobulinas, como por gjemplo, la proteina A-sefarosa, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en
gel, didlisis o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos anti-DLL4 se pueden obtener utilizando librerias combinatorias para detectar clones de
anticuerpos sintéticos con la actividad o actividades deseadas. En principio, los clones de anticuerpos sintéticos se
seleccionan mediante la deteccion de bibliotecas de fagos que contienen fagos que representan diversos
fragmentos de la region variable (Fv) de los anticucrpos fusionados a la proteina de la capside del fago. Estas
bibliotecas de fagos se criban mediante cromatografia de afinidad para detectar el antigeno deseado. Los clones
que expresan fragmentos Fv capaces de unirse al antigeno deseado son adsorbidos al antigenc y, de este mado,
separados de los clones de la biblioteca que no tienen capacidad de union. Los clones con capacidad de union se
eluyen entonces del antigeno y pueden enriquecerse ain mas mediante ciclos adicionales de adsorcidn/elucion de
antigenos. Cualquiera de los anticuerpos anti-DLL4 se puede obtener disefiando un procedimiento apropiado de

deteccion de antigenos para seleccionar el clon del fago de interés, seguido por la construccion de un clon del
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anticuerpe anti-DLL4 de longitud completa utilizando las secuencias de Fv del clon del fago de interés y
secuencias de la region constante (Fc) convenientes, descritas en Kabat er al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3.

El dominic de unidén a antigeno de un anticuerpo esta formado a partir de dos regioues variables (V) de
unos 110 aminodcidos, una correspondiente a la cadena ligera (VL) y otra correspondiente a la cadena pesada
(VH), que presentan en ambos casos tres bucles hipervariables o regiones de determinacion de complementariedad
(CDR). Los dominios variables se pueden representar Funcioualménte en el fago, bien como fragmentos de Fv de.
cadena unica (scFv), en'los que VH y VL estén covalentemente enlazados por medio de un péptido corto y
flexible, o0 como fragmentos Fab, en los que estén fusionados a un dominio ¢onstante e interactien no
covalentemente, como se describe en Winter ef al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Como se usaen la
presente memoria descriptiva, los clones de fagos que codifican scFv y los clones de fagos que codifican Fab se
denominan colectivamente " clones de fagos Fv'" o "clones Fv".

Los repertorios de genes de VH y VL se pueden clonar por separado mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y recombinar aleatoriamente en librerias de fagos, en las que se puede buscar por clones de
union a antigenc, como se describe en Winter ef ¢/, Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Las bibliotecas
procedentes de fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos de alta afinidad al inmundgeno sin necesidad de
construir hibridomas. Alternativamente, el repertorio virgen se puede clogar para proporcionar una tinica fuente
de anliculexpos humanos a una gran variedad de antigenos extraiios y también de autoantigenos sin ninguna
inmunizacién como se describe en Grifftiths ef al,, EMBO J, 12: 725-734 (1993). Por ultimo, las librerias virgenes
también se pueden producir sintéticamente mediante la clonacion de seémcnlos de genes V no reorganizados
procedentes de células madre y utilizando cebadores de la PCR que conlengan secuencias aleatorias para codificar
fas reglones CDR3 .muy variables y para conseguir la reorganizacion in vitro como se describe en Hoogenboom y
Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

El fago filamentoso se utiliza para representar fragnmentos de anticuerpos mediante fusién a la proteina de
la capside menor plll. Los fragmentos de anticuerpos se pueden representar coma fragmentos Fv de cadena anica,
en [os que los dominios de VH y VL estan conectados a la misma cadena pelipeptidica mediante un separador de
polipéptidos flexible, como se describe en NRWKSeta[,J,Nkﬂ.BioL,222:58]-597(I§9I),oconu)ﬁagmenuw
Fab, en los que una cadena se fusiona a plll y la otra se segrega en el periplasma del anfitrion celular bacteriano
donde el ensamblaje de una estructura proteinica de la cipside de Fab se representa en la superficie del fago
mediante el desplazamiento de las proteinas de la capside de tipo natural, por ejemplo, como se describe en
Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19:4133-4137 (1991).

En general, los acidos nucleicos que codifican fragmentos de genes de anticuerpos se obtiencn a partir de
inmunocitos recolectados de humanos o animales. Si se desea una librerfa que presente un sesgo a favor de clones
anti-DLLA4, el sujeto es inmunizado con DLL4 para gen‘erar una respuesta a anticuerpos y las células esplénicas y/o
los linfocitos B circulantes u otros linfocitos de la circulacion periférica se recuperan para la construccion de la -
libreria. En una forma de realizacién preferente, una libreria de fragmentos de genes de anticuerpos humanos

sesgada a favor de clones de anti-DLL4 humana se obtiene generando una respuesta a un anticuerpo anti-DLL4 en
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ratones transgénicos portadores de una matriz de genes humanos funcionales de la inmunoglobulina (y carentes de

un sistema funcional de preduccion de anticuerpos endogenos), de forma que la inmunizacién con DLL4 da lugar

a linfocitos B productores de anticuerpos humanos anti-DLL4. La generacidén de ratones transgénicos productores

de anticuerpos humanos se describe mas adelante. .

El enriquecimiento adicional de poblaciones celulares reactivas anti-DLL4 se puede obtener mediante un
procedimieﬁlo de deteccién adecuado para aislar linfocitos B que expresen un anticuerpo unido a membrana
especifico de DLL4, por ejemplo, mediante separacion celular con cromatografia de afinidad a DLL4 o adsorcion -
de células a DLL4 marcada con flurocromo-seguida por separacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

Alternativamente, el uso de células esplénicas y/o linfocitos B u otros PBL procedentes de un donante no
inmunizado ofrece una mejor representacion del posible repertorio de anticuerpos y también permite la
construccion de una libreria de anticuerpos usando cualquier especie animal (humana o no humana) en la que
DLL4 no es antigénica. En el caso de bibliotecas que incorporen construccion de genes de anticuerpos i vitro, las
células madre se recolectan del sujeto para proporcionar dcidos nucleicos que codifiquen segmentos de genes de
anticuerpos no organizados. Los inmunocitos de interés se pueden obtener de diversas especies animales, como
humanos, ralon, rata, lagomorfa, luprina, canina, {elina, porc‘ina, bovina, equina y especies aviares, etc.

Los segmentos de regiones variables de genes de anticuerpos que codifican dcidos nucleicos (incluidos
los segmentos VH y VL) se recuperan a partir de las células de interés y se amplifican. En el caso de librerias de
genes de VH y VL reorganizadas, el ADN deseado se puede obtener aislando ¢l ADN o el ARNm gendmico de los
linfocitos, seguido de la reaccion en cadena de la pelimerasa (PCR) con cebadores que se acoplen a los extremos 5'
y 3'de los genes de VH y VL reorganizados, como se describe en Orlandi e al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86:
3833-3837 (1989), lo que permite obtener diversos repestorios de genes V para su expresion. Los penes V se
pueden amplificar a partir det ADNc y del ADN genomice con cebadores reversos en el extremo 5° del exon que
codifica el dominio V ma.(iuro y cebadores anversos dentro del segmento J comao se_describe en Orlandi ef af.,
(1989) y en Ward et al, Nature, 341; 544-546 (1989). Sin embargo, para amplificar a partir del ADNc, tos
cebadores reversos taimbién se pueden situar en el exon lider, como se describe en Jones ¢/ af., Biotechnol., 9: 88-
89 (1991), y los cebadores anversos dentro de la regién constante, como se describe en Sastry et al., Proc, Natl.
Acad. Sci. (USA), 86: 5728-5732 (1989). Para maximizar la complementariedad, se puede incorporar la
degeneracion en los cebadores como se describe en Orlandi er af., (1989) o Sastry ef of., (1989), Preferiblemente,
la diversidad de las librerias se maximiza utilizando cebadores de la PCR dirigidos a cada familia de genes V para
amplificar todas las organizaciones disponibles de VH y VL presentes en la muestra de dcidos nucleicos de '
inmunocitos, por ejemplo, como se describe en el método de Marks er o/, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) o
como se describe en el méiodo de Orum et a/., Nucleic Acids Res., 21: 4491-4498 {1993). Para la clonacion del
ADN amplificado en vectores de expresion, se pueden introducir sitios de restriccién poco habituales dentro del
cebador de la PCR como una marca en un extremo, segin se describe en Orlandi ef al. (1989), o mediante una
nueva amplificacion de la PCR con un cebador marcado, como se describe en Clackson et af., Nature, 352: 624-
628 (1991).
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A partir de segmentos de genes V se pueden derivar irn vitro repertorioé de genes V sintélicamente
reorganizados. La mayoria de los segmentos de genes VH humanos se han clonade y secuenciado (segan
Tomlinson ef al., J. Mol. Biol., 227: 776-798 (1992)), y mapeado (explicados en Matsuda et al., Nature Genet., 3:

88-94 (1993); estos segmentos clonados {incluidas todas las principales conformaciones del bucle H1 y H2) se

pueden utilizar para generar diversos repertorios de genes VH con cebadores de la PCR que codifican bucles de

_ H3 de secuencia y longitud diversas, como se describe en Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol, 227: 381-388

(1992). Los repertorios de VH también se pueden producir con toda la diversidad de secuencias centrada en un
bucle de H3 largo de una longitud unica, como se describe en Barbas ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-
4461 (1992). Los segmentos de Vk y VA humanos se han cionado y secuenciado (explicado en Williams y Winter,
Eur. J. Immunol., 23: 1456-1461 (1993)) y se pueden utilizar péra preparar repertorios sintéticos de la cadena
ligera. Los repertorios de genes V sintéticos, basados en una gran variedad de dominics de VH y VL, y longitudes
de L3 y H3, codificaran anticuerpos de considerable diversidad estructural. Tras la amplificacion de los ADN
codificadores de genes V, los segmentos de genes V de linea germinal se pueden reorganizar in vifro segin los
procedimientos de Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol, 227: 381-388 (1992).

Se pueden construir repertorios de fragmentos de anticuerpos mediante combinacion de repertorios de

~ genes de VH y VL juntos de varias formas. Cada repertorio se puede crear en vectores diferentes y los veciores se

pueden recombinar in vitro, por ejemplo, como se describe en Hogrefe ef al., Gene, 128: 119-126 (1993), 0 in vivo
mediante infeccién combinatoria, por ejemplo, ef sistema loxP descrito en Waterhouse ef a/., Nuct. Acids Res., 21;
2205-22606 (1993). El procedimiento de la recombinacidn in vivo se aprovecha de las dos cadenas de los
fragmentos Fab para superar el limile en el tamano de ia biblioteca impuesto por la eficacia de transformacion de
E. coli. Los repertorios de VH y VL, virgenes se ¢clonan por separado, uno en un fagémido y el otro en un vector
fagico. A continuacion, se combinan las dos bibliotecas mediante infeccion fagica de bacterias que contienen
fagémidos, de forma que-cada célula contiene una combinacion distinta y el tamaiio de la biblioteca sélo estd
limitado por el nimero de célutas presente (unos 10'% clones). Los dos vectores contienen seiiales de
recombinacion in vivo, por lo que los genes VH.y VL se recombinan en un anico replicon y se introducen en
vifiones fagicos. Estas enormes librerias proporcionan gran nimero de diversos anticuerpos con buena afinidad
(K4 de aproximadamente 107 M). |

Alternativamente, los repertorios se pueden clonar secuencialmente en ¢l mismo vector, por ejemplo,
como se describe en Barbas ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982 (1991), o ensamblar juntos mediante
PCR y, luego, clonartos, como se describe en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). El ensambliaje de la
PCR también se puede utitizar para unir los ADN de VH y VL con ADN que codifica un espaciador peptidico
flexibie para formar repertorios de Fv de cadena tnica (scFv). En otra técnica, "ol ensamblaje de la PCR en ¢l
interior de la célula” se usa para combinar genes de VH y VL dentro de linfocitos mediante PCR y, luego, clonar
repertorios de genes enlazados, como se describe en Embleton ef al., Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837 {1992).

Los anticuerpos producidos por librerias virgenes (bien naturales bien sintéticas) pueden ser de afinidad
moderada ((K," de aproximadamente 106 a 107 M-1), pero la maduracion de la afinidad también se puede imitar

in vitro imediante construccion y reseleccion a partir de librerias secundarias, como se describe en Winter ef al.,
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(1994), citado anteriormente. Por gjemplo, la mutacidn se puede introducir aleatoriamente in vitro utilizando
polimerasa con tendencia al error (explicado en Leung et al., Technique, I: 11-15 (1989)) en el método de
Hawkins ef af., J. Mol. Biol., 226: 889-896 (1992) 0 en el procedimiento de Gram et a/., Proc. Natl. Acad. Sci
USA, 89: 3576-3580 (1992). Asimisimo, la maduracién de la afinidad se puede realizar medianle mutacion
aleatorizada de una o mas CDR, por ejemplo, utilizando PCR con cebadores de sccuencia aleatoria que abarquen
la CDR de interés, en clones de Fv individuales seleccionados, v detecten clones de afinidad mias alta. Ei
documento WO 9607754 (publicado el 14 de marzo de 1996) describia un procedimiento para inducir la
mutagenia en una region de determinacion de complementariedad de una cadena ligera de inmunoglobuiinas para
crear una libreria de genes de la cadena ligera. Otro método eficaz consiste en recombinar los dominios de VH o
VL seleccionados por representacion en fagos con repertarios de variantes de domino V que se producen
naturalmente obtenidos a partir de donantes no inmunizados y detectar los de mayor afinidad en varias series de
nueva transposicion de cadenas, como se describe en Marks ef /., Biotechnol., 10: 779-783 (1992). Esla técnica
permite la produccion de anticuerpos y de fragmentos de anticuerpos con aﬁnidades del orden de 10-9 M.

Las secuencias de aminoacidos y el cido nucléico de DLL4 son conocidas en ¢l sector y se abordan mds
adelante en la presente memoria descriptiva. Los ADN que codifican ta DLL4 se pueden preparar mediante
diversos métodos conocidos en el sector. Estos métodos incluyen la sintesis quimica mediante cualquiera de los
métodos descritos en Engels ef al., Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 28: 716-734 (1989), como los métodos de
triéster, {osfito, fosforamidita y H-fosfonato. En una forma de realizacion, los codones preferidos por la expresion
de células huésped se usan en el disefio de la DLL4 que codifica ADN. Otra aliernativa es aislar el ADN que
codifica la DLL4 a partir de una libreria de ADNc o gendmica.

Tras la construccion de la molécula de ADN que codifica la DLL4, la molécula de ADN se enlaza
funcionalmente a una secuencia de control de la expresién en un vector de expresion, como un plasmido, cn la que
la secuencia de cantrol es reconocida por una célula huésped wransformada con el vector. En general, los vectores
plasmidos contienen secuencias de control y replicacion que se derivan de especies compatibles con la célula
huésped. Por lo general, el vector lleva un sitio de replicacidn, asi como secuencias que codifican proteinas que
son capaces de proparcionar seleccidn fenctipica en células transformadas. Los vectores aplbs para la expresion
en células huésped procaridticas y eucaridticas son bien conocidos en la materia y algunos se describen con mayor
detalle en la presente memoria descriptiva. Se pueden usar organismos eucarioticos, como las levaduras, o células
derivadas de organismos pluricelulares, come mamiferos.

Opcionalmente, el ADN que codifica la DI.L4 se enlaza funcionalmente a una secuencia lider secretora,
lo qﬁe origina la secrecion del producto de expresion por la célula huésped en el medio de cultivo. Ejemplos de
secuencias lider secretoras son stll, ecotina, lamB, herpes GD, Ipp, fosfatasa alcalina, invertasa v factor alfa.
También es apta para su uso en la presente memoria descriptiva la secuencia lider de 36 aminoacidos de la
proteina A (Abrahmsen ef al., EMBO J., 4: 3901 (1985)). »

Las células huésped son transfectadas y preferiblemente transformadas con los vectores de expresion o
clonacion de esta invencion y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados como es adecuado para

inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.
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Por transfeccion se entiende la captacion de un vector de expresion por una célula huésped, con
independencia de que estén expresadas realmente secuencias de codificacién. Normalmente, los expertos conocen
numerosos métodos de transfeccion, como por ejemplo, precipitacion y electroporacion de CaPOy4. Por lo general,
se reconoce que e ha logrado fa transfeccion cuando se produce una indicacion del funcionamiento de este vector
dentro de la célula huésped. Los métodos de transfeccion son bien conocidos en la materia y algunos se describen
con mayor detalle en la presente memoria descriptiva.

La transformacidn supone introducir ADN en un organismo de forma que el ADN sea replicable, ya sea
como elemento extracromosdémice o como integrante cromosémico. En funcidn de ia célula huésped que se
utitice, la transformacion se realiza empleando técnicas estdndar apropiadas para dichas células. Los métodos de
transformacion son bien conocidos en la materia y algunos se describen con mayor detalle en la presente memoria
descriptiva.

Las células huésped procaridticas usadas para producir la DLL4 se pueden cultivar como se describe en
términos geherales en Sambrook er al., como se indica anteriormente.

Las células huésped en mamiferos usadas para producir la DLLA se pueden cultivar en diversos medios,
que son bien conocidos en el sector y algunos de los cuales se describen en la presente memoria descriptiva.

Las células huésped mencionadas en csta memoria engloban células en cultivo i vitro, asi como células
que estan dentro de un animal huésped. .

La purificacién de DLL4 se puede lograr utilizando métodos reconocidos en este ambito, algunos de los
cuales se describen en esta memorta descriptiva.

La DLL4 purificada se puede unir a una matriz adecuada como particulas de agarosa, particulas de
acrilamida, particulas de vidrio, celulosa, diversos copolimeros acrilicos, geles de metacrilato de hidroxilo,
copolimeros poliacrilicos y polimetacrilicos, nailon, moléculas vehiculo neutras e ionicas y similares, para uso en
la separacion mediante cromatografia de afinidad de clones de representacion en fagos. La union de la proteina
DLL4 a la matriz se puede conseguir mediante los métodos descritos en Methods in Enzymology, vot. 44 (1976).
Una técnica comdinmente empleada para unir ligandos de proteinas a malrices de polisacaridos, por ejemplo,
agarosa, dextrano o celulosa, supone la activacion de la molécula vehicuio con halidos ciandgenos vy el
acoplamiento subsiguiente de las aminas primarias alifaticas o aromaticas del ligando peptidico a la matriz
aclivada.

Alternativamente, la DLL4 se puede utilizar para revestir los pocillos de placas de adsorcion, expresada
en anfltriones celulares en placas de adsorcibn o utilizada en separacion celular, o conjugada con biotonina para
captura con particulas revestidas de estreptavidina, o utilizadas en cualquier otro procedimiento conacido en el
sector para detectar librerias de representacion en fagos.

Las muestras de librerfas de fagos estan en contacto con DLL4 inmovilizada en condiciones aptas para la
union de al menos una porcion de particulas de fago con el adsorbente. Normalmente, las condiciones, incluido el
pH, la concentracion idnica, la temperatura y similares, se seleccionan de forma que imiten condiciones
fisiologicas. Los fagos unidos a la faée sélida se lavan vy, luego, se eluyen mediante dcido, por ejemplo, como se

describe en Barbas er al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88: 7978-7982 (1991), o mediante alcali, por ejemplo coino
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se describe en Marks et al., J. Mol. Biol.,, 222: 581-597 (1991), o mediante competicién antigénica con DLL4, por
gjetnplo, en un procedimieﬁto similar al procedimiento de competicion antigénica de Clackson ef af., Nature, 352:
624-628 (1991). Los fagos se pueden enciquecer de 20 a 1.000 veces en una tnica seric de seleccion. Ademds, los
fagos enriquecidos se pueden cultivar en cultivos bacterianos y estar sometidos a nuevas series de seleccion.

La eficacia de la seleccion depende de muchos factores, incluida la cinética de la disociacion durante el
lavado y si multiples fragmentos de anticuerpos de un unico fago se pueden unir simultaneamente a antigeno. Los
anticuerpos con rapida cinética de disociacion (y afinidades de unidn débiles) se pucden conservar mediante el uso-
de lavados cortos, representacion en fagos muitivalentes y densidad de revestimiento alta del antigeno en fase
solida, La densidad elevada no sdlo estabiliza al fago durante las interaceiones multivalentes, sino que, ademas,
favorece que se vuelva a producir la union del fago disociado. La seleccion de anticuerpos con cinética de
disociacion lenta (y buenas afinidades de unién) se puede promover mediante el uso de largos lavados y
representacion en fagos monovalentes, como se describe en Bass er al, Proteins, 8: 309-314 (1990} y en el
documento WO 92/09690, y una baja densidad de revestimiento del antigeno como se describe en Marks ef of.,
Biotechnol., 10: 779-783 (1992).

Es posible seleccionar entre anticueipos de fagos de distintas afinidades, incluso con afinidades que
difirieren ligeramente, para DLL4. Sin embargo, la mutacién aleatoria de un anticuerpao seleccionado (por
ejemplo, como [a realizada en algunas de las técnicas de maduracién de la afinidad descritas anteriormente) cs
probable que ocasione muchos mutantes, la mayoria de unién a antigeno, y unos cuantos con afinidad mds alta.
Con una DLL4 limitada, es raro que se pudieran completar fagos de alta afinidad. Para conservar todos los
multantes de afinidad més alta, los fagos se pueden incubar con una cantidad mayor de DLL4 biatinilada, pero con
la DLL4 biotinilada a una concentracion de molaridad inferior a la constante de afinidad mofiar diana para DLLA,
Los fagos con afinidad de union mds aita pueden, entonces, ser capturados por particuias paramagnéticas
revestidas de estreptavidina, Esta "captura en equilibrio” permite seleccionar los anticuerpos segun sus afinidades
de unién, con una sensibilidad que permita aislar clones mutantes con una afinidad tan solo dos veces mas elevada
que la enorme cantidad de fagos con afinidad menor. Las condiciones usadas en el lavado de fagos unidos a una
fase sélida también se pueden manipular para distinguirlos en funcion de ia cinética de disociacion.

Los clones anti-DLL4 se pueden seleccionar por actividad. En una forma de realizacion, [a invencion
proporciona anticuerpos anti-DLL4 que bloquean la unién entre un receptor Notch (como Notch!, Nolch 2, Notch
3 y/o Notch 4) y DLL4, pero no bloquean [a unidn entre un receptor Notch y una segunda proteina. Los clones de
Fv gue corresponden a estos anticuerpos anti-DLL4 se pueden seleccionar (1) ai'slando clones anti-DLL4 de una
libreria de fagos como se ha descrito antes y, opcionalmente, amplificando la poblacion aislada de ciones de (agos
cultivando la poblacién en un anfitrign bacteriano apropiado; (2) seleccionando DLL4 y una segunda proteina
confra la que se desea una actividad bloqueante y no bloqueante, respectivamente; (3} adsorbiendo los clones de
fagos anti-DL.L4 a DLL4 inmovilizada; (4) usando una mayor cantidad de la segunda proteina para cluir los clones
no deseados que reconocen los determinantes de unién a DLL4 que se solapan o son compartidos con los
determinantes de unién de la segunda proteina; y (5) elucion de los clones que no se han adsorbido adn tras el paso

(4). Opcionalmente, los clones con las propiedades bloqueantes/no bloqueantes deseadas se pueden enriquecer
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también mediante repeticion de los procedimientos de seleccion descritos en la presente memoria descriptiva una o
mas veces.

E! ADN que codifica tos anticuerpos monoclonales derivados de hibridroma o los clones de Fv con
representacion en fagos es rapidamente aislado y secuenciado utilizando procedimientos convencionales (por
ejiemplo, utilizando cebadores oligonucledticos disefiadgs para amplificar especificamente las regiones que
codifican las cadenas ligera y pesada de interés de plantillas de ADN de fagos ¢ hibridoma). Una vez aislado, ¢l
ADN se puede cotocar en vectores de expresion, que despuds se transfectan en células anfitrion, como por ejemplo
las células E. coli, las células COS de monos, ias células de ovario de hdmster chino (CHQ) o las células de
mietoma que, de otro modo, no praducen la proteina de la inmunoglobulina, para obtener la sintesis de los
anticuerpos monoclonales deseados en las células anfitridn recombinantes. Los articulos de revision sobre
expresion recombinante en bacterias del ADN que codifica el anticuerpo incluyen Skerra ez al., Curr. Opinion in
Immunoi., 5: 256 (1993} y Pluckthun, Immuncl. Revs, 130: 151 (1992),

El ADN que codifica los clones de Fv se puede combinar con secuencias de ADN conocidas que
codifican las regiones constantes de la cadena ligera y/o la cadena pesada (por ejemplo, las secuencias de ADN
apropiadas se pueden obtener segun Kabat e al., como se ha descrito anteriormente) para formar clones que
codifiquen cadenas ligeras y/o pesadas de longitud total o parcial. Se tendrd en cuenta que las regiones constantes
de cualquier isotipo se puéden utilizar para este fin, incluidas las regiones constantes IgG, 1gM; lgA, 1gD e IgE, vy
que dichas regiones constantes se pueden obtener de cualquier especie animal o humana. Un clon de Fv sc deriva
de! ADN del dominio variable de una especie animal (por ejemplo, un humano) y, luego, se fusiona al ADN de la
regidn constante de otra especie animal para formar una o mds secuencias de codificacion, puesto que una cadena
ligera y/o pesada de longitud completa e "hibrida" esta incluida en la definicién de anticuerpo "hibrido" y
"quimérico” como se usa en la presente memoria descriptiva. En una forma de realizacion preferente, un -clon de
Fv derivado de ADN variable humano se fusiona con ADN de region constante humano para formar una o mds
secuencias de codificacion para todas las cadenas ligeras y/o pesadas de longitud parcial o completa y humanas.

El ADN que codifica un anticuerpo anti-DLL4 derivado de un hibridoma también se puede modificar, por
ejemplo, mediante sustitucion de las secuencias murinas homoélogas derivadas del clon de hibridoma por la
secuencia de codificacién para los dominios constantes de la cadena ligera y pesada humanas (por ejemplo, como
en el método de Morrison et af., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). El ADN que codifica un
anticuerpo o fragmento derivado del clon de Fv o un hibridoma se puede modificar a su vez mediante la union
covalente a la secuencia de codificacion de la inmunoglobulina de la totalidad o parte de la secuencia de
codificacion de un polipéptido que no sea inmunoglobulina. De este modo, se preparan anticuerpos "quiméricos”
o "hibridos" que tiene la especificidad de uni6n de los anticuerpos derivados del clon de hibridoma o del clon de
Fv.

Fragmentos de anticuerpos

La presente invencian engloba fragmentos de anticuerpes. En determinadas circunstancias, existen

ventajas en el uso de fragmentos de anticuerpos, en vez de anticuerpos completos. El menor tamaiio de los

fragmentos permite una rapida eliminacion y puede llevar a un mejor acceso a tumares sofidos.
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Se han desarrollado varias técnicas para Ja produccion de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente,
estos fragmentos se obtenian mediante digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo,
Morimoto er al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992); y Brennan et af., Science,
229:81 (1985)). Sin embargo, estos fragmentos ahora se pueden producir directamente mediante células huésped
recombinantes. Los fragmentos de anticuerpos Fab, Fv y ScFv pueden expresarse todos en E. coli y secrelarse a
partir de E. coli, lo que permite la facil produccidn de grandes cantidades de estos fragmentos. Los fragmentos de
anticuerpos se pueden aislar de las biblictecas de fagos descritas anteriormente. Alternativamente, los fragmentos
Fab'-SH se puede recuperar directamente de £. coli y se pueden uhir quimicamente para formar fragmentos F(ab'),
(Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). Segun otre método, los fragmentos F(ab'), se pueden aislar
directamente de cultivos de células huésped recombinantes. El fragmento Fab y F(al'); con mayor semivida in vivo
que comprende residuos de un epitopo de unidn a un receptor de rescate se describe en la Patente de Estados

Unidos n.° 5.869.046. Los expertos en este campo conocerdn otras técnicas para la produccion de fragmentos de

“anticuerpos. En otras formas de realizacion, el anticuerpo de eleccion es un fragmento Fv de cadena simple (scFv).-

Véase el documento WO 93/16185; la patente de EE.UU. n.°5.571.894 y la patente de EE.UU. n.° 5.587.458. Fv y
sI'v son las Unicas especies con sitios de combinacidn intactos que estan privados de regiones constantes; por ello,
son aptos para una union no especifica reducida durante €l uso in vivo. Se pueden construir proteinas de fusion sFv
para obtener la fusion de una proteina efectora en el extremo carboxi terminal o amino terminal de un siv. Véase
Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, citado anteriormente. E! fragmento de anticuerpo puede ser también un
"anticuerpo lineal", por ejemplo, tal y como se describe en la patente de Estados Unidos n.° 5.641.870. Estos
fragmentos de anticuerpos lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

Anticuerpos humanizados

La presente invencidn engloba anticuerpos hummanizados. En el sector se conocen diversos
procedimientos para huinanizar anticuerpos no humanoes. Por gjemplo, un anticuerpo humanizado puede tener uno
o0 mas residuos de aminoacidos introducidos en el mismo desde una fuente que es no humana. Estos residuos de

aminoacidos no humanos se conocen a menudo como residucs "importados”, que generalmente se toman de un

‘dominio variable de "importacién". La humanizacion se puede realizar esencialmente siguiendo el método de

Winter y sus colaboradores (Jones et al., (1986) Nature 321:522-525; Riechmann er al., (1988) Nature 332:323-
327; Verhoeyen et al., (1988) Science 239:1534-1536), sustituyendo las secuencias-de la region hipervariable por
tas secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos "humanizados”
son anticuerpos quiméricos (patente de EE.UU. n.* 4. 816.567) donde se ha sustituido sustancialinenle menos de un
dominio variable humano intacto por la secuencia correspondiente de especies no humanas. En la practica, los
anticuerpos humanizados son generalinente anticuerpos humanos en los que los residuos de la region hipervariable
y posiblemenie algunos residuos FR se sustituyen por residuos de sitios andlogos en anticuerpos de roedores.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, que se utilizaran para obtener
los anticuerpos humanizados es muy importante para disminuir la antigenicidad. De acuerdo con el lamado
método del "mas apto”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de un roedor se compara con toda ta

biblioteca conocida de secuencias de dominio variable de humanos, La secuencia humana que se parece més a la

.
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del roedor se acepta, entonces, como la estructura humana para el anticuerpo humanizado (Sims et af., (1993) J.
[mmunol. 151:2296; Chothia et al., (1987) J. Mol. Biol. 196:901. Otro método utiliza una estructura concreta
derivada de la secuencia de consenso de todos 10s anticuerpos humanos de un subgrupo en particular de las
cadenas ligera o pesada. Esta misma estructura se puede usar para varios anticuerpos humanizados diferentes
(Carter et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta ef al., (1993) J. lmmunol,, 151:2623.
Ademas, es importante que {os anticuerpos se humanicen con retencion de la afinidad alta para el
antigeno y otras propiedades bioldgicas favorables. Para lograr este objetivo, siguiendo uno de los métodos, los
anticuerpos humanizados se preparan mediante un proceso de analisis de las secuencias parentales y varios
productos humanizados conceptuales que utilizan modelos tridimensionales de las secuencias parentales y las
humanizadas. Generalmente se dispone de modelos de inmunoglobina tridimensional conocidos por los expertos
en la materia. Existen programas inforindticos que ilustran y muestran estructuras conformacionales
tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidata. La inspeccidn de estas visualizaciones
permite analizar el papel que los residuos probablemente desempefian en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de los residuos que influyen en la capacidad de la
inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, los residuos FR se pueden seleccionar y

combinar a partir de las secuencias receptoras y de importacion para fograr la caracteristica deseada del anticuerpo,

como por ejemplo una mayor afinidad por el antigeno o antigenos diana. En general, los residuos de la region

hipervariable intervienen de forma més directa y sustancial en la influencia sobre la unidn al antigeno.
Anticuerpos humanos
Los anticuerpos humanos anti-DLL4 se pueden construir combinando una o mds secuencias del dominio
variable Fv de clones seleccionadas de librerias de representacion en fagos derivados de humanos con una o mas

secuencias del domino constante humanas, como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, 10s anticuerpos

- humanos monoclonales anti-DLL4 se pueden producir por el método del hibridoma. Las estirpes celulares del

mieloma humano y del heteromieloma humano-murino para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos
se han descriio, por ejemplo, en Kozbor, J. Immunol.,, 133: 3001 (1984); Brodeur ef a/., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcei Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner ef of., J.
Immunol.,- 147: 86 (1991).

Actualmente es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que sean capaces, una vez
inmunizados, de generar un repertorio completo de anticuerpos humanos cuando no se produzea inmunoglobuling .
enddgena. Por ejemplo, se ha descrito que la eliminacion homocigotica del gen de la cadena pesada del anticuerpo
que se une a la region del gen (JH) en ratenes quiméricos y en lineas germinales de ratones mutantes ocasiona la
inhibicidn total de la produccion de anticuerpos enddgenos. La transferencia de la matriz de genes humanos de la
inmunoglobulina de linea germinal en uno de estos ratones mutantes de linea germinal ocasionara la produccion de
anticuerpos humanos al actuar sobre el antigeno. Véase, por ejemplo, Jakobovits e/ al., Proc. Natl. Acad. Sci
USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits er al., Nature, 362: 255 (1993); Bruggermann et af., Year in Immunol., 7: 33
(1993).
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También se puede utilizar la transposicion de genes para derivar anticuerpos humanos de fo humanos,
por ejemplo, anticuerpos de roedores, en los que el anticuerpo humano tiene afinidades y especificidades similares
al anticuerpo no humano de inicio. Segin este método, que también se denomina "impronta de epitopos", ia
region variable de la cadena pesada o ligera de un fragmento de anticuerpo no humano obtenido mediante técnicas
de representacién en fagos como las descritas anteriormente se sustituye por un repertorio de genes de dominio V
humanos, lo que crea una poblacién de quimeras Fab o scFv de cadena humana/cadena no humana. La seleccion
con el antigeno da lugar al aislamiento de un Fab o scFV quimérico de cadena humana/cadena no humana, en el
que la cadena humana restaura el sitio de unién a antigeno destruido al eliminar la cadena no humana
correspondiente dei clon primario de la representacion en fagos; es decir, el epitopo rige (sella) la eleccion de la
molécula de la cadena humana. Cuando se repite el proceso para sustituir la cadena no humana restante, se obtiene
un anticuerpo humane (véase PCT WO 93/06213 publicado el 1 de abril de 1993). A diferencia de la tradicional
humanizacién de anticuerpos no humanos mediante transplante de CDR, esta técnica proporciona anticuerpos
completamente humanos gue no tienen residuos FR o CDR de origen no humano.

Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados,
que tienen especificidades de unién con al menos dos antigenos diferentes. En el caso que nos ocupa, una de las
especificidades de unidn coiresponde a DLL4 y ]a otra, a cualquier otro antigeno. Los anticuerpos biespecificos
ejemplares se pueaen unir a dos epitopos diferentes de la proteina DLL4. Los anticuerpos biespecificos también
se pueden utilizar para localizar agentes cilotoxicos de las células que expresan DLL4. Estos anticuerpos tienen un
brazo de umion a DLL4 y un brazo que se une al agente citetéxico (por ejemplo, saporin, anti-interferon-a,
alcaloide de la vinca, cadena de ricina A, metotrexalo o hapteno con un isdtopo radiéciivo). Los anticuerpos
biespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab')2). A

Los métodos para preparar anticuerpos biespecificos son conocidos en la materia. La produccion
recombinante tradicional de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresién de dos pares de cadena pesada-
cadena ligera de inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen distintas especificidades (Milstein y Cuello,
Nature, 305: 537 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una posible mezcla de 10 moléculas diferentes de anticuerpos, de las cuales
solo una tiene Ya estruciura biespecifica correcia. La purificacion de la molécula correcta, que generalimente se
realiza mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante complicada, y la cantidad de producto que se
obtiene es baja. Se describen procedimientos similares en el documento WO 93/08829, publicado el 13 de mayo
de 1993, y en Traunecker et al., EMBO J.| 10: 3655 (1991).

Seglin una técnica distinta y que se suele preferir, los dominios variables de anticuerpos con las
especificidades de union deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) se fusionan a las secuencias de
domino constante de Ja inmunoglobulina. La fusién es preferentemente con un dominio constante de la cadena
pesada de la inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Es preferible

tener la primera region constante de la cadena pesada (CH1), que contiene ¢l sitio necesario para la unién de la
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cadena ligera, presente en al menos una de las fusiones. Los ADN que codifican tas [usiones de la cadena pesada
de la inmunoglobulina y, si se deécel, de la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion
separados, y se co-transfectan a un organisme huésped adecuado. Esto permite una gran flexibilidad al ajustar las
preporciones mutuas de los tres fragmentos polipeptidicos en formas de realizacion cuando las proporciones
desiguales de las tres cadenas de polipéptidos utilizados en la construccion proporcionan los rendimientos dptimos.
Sin embargo, es posible insertar las sccuencias de codificacién de dos o de las tres cadenas de polipéptidos en un
vector de expresidn cuando la expresién de, al menos, dos cadenas de polipéptidos en proporciones iguales da
lugar a rendimientos altos o cuando las proporciones no tienen particular importancia. '

En una forma de realizacién preferente de este método, los anticuerpos biespecificos se componen de una
cadena pesada de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo y un par de cadena -
pesa‘da-cadena ligera de inmunoglobulina hibrida (que properciona una segunda especificidad de union) en el otro
brazo. Se descubrid que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado de las
combinaciones de cadenas de inmunoglobutina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobuiina en sélo una de las milades de la molécula biespecifica proporciona una forma sencilla de
separacion. Este método se describe en el documento WO 94/04690. Para obtener mas informacion sobre la
generdcion de anticuerpos biespecificos, véase, por ejemplo, Suresh er a/, Methods in Enzymology, 121:210
(1986).

Seglin otro método, la interfaz entre un par de moléculas de anticuerpos se puede modificar para
maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan de un cultivo celular recombinante. La interfaz
preferente comprende al ﬁnenos una parte del dominio CH3 de un dominio constanic del anticuerpo. En cste
procedimiento, una o més cadenas laterales cortas de aminoacidos de la interfaz de la primera molécula del
anticuerpo se reemplazan con cadenas laterales mas largas (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Las “cavidades"

compensatorias de tamafio idéntico o similar a la(s) cadena(s) lateral(es) larga(s) se crean en la interfaz de la

‘segunda molécula del anticuerpo al reemplazar las cadenas laterales largas de aminoacidos por cadenas mas cortas

{por ejemplo alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para incrementar la produccion del
hetercdimero con respecto a otros productos {inales no deseados como los homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulantes o "heteroconjugados". Por ejemplo, uno
de los anticuerpos en el heteroconjugado se puede unir a la avidina y el otro a ta biotina. Estos anticuerpos se han
propuesto, por ejemplo, para conseguir que las células del sistema inmunitario actiien sobre células no deseadas
{patente de EE.UU. n.°4.676.980) y para el ratamiento de la infeccion por VIH (documentos WO 91/00360 y WO
92/00373 y la patente europea EP 03089). Los anticuerpos heleréconjugados se pueden obtener utilizando
cualquier método de reticulacion adecuado. Los agentes reticulantes adecuados se conocen hicn en la materia y se
describen en la patente de EE.UU. n.° 4.676.980, junto con una serie de Iécnicas de reticulacion.

Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpos también se han
descrito en la bibliografia. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos se pueden preparar mediante un enlace
quimico. Brennan ef al., Science, 229: 81 (1985) describe un procedimiento en el que los anticuerpos intactos se

separan proteoliticamente para generar fragmentos F(ab’)2. Estos fragmentos se reducen en presencia de arsenito
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de sodio del agente que forma complejos con el ditiol para estabilizar los ditioles vecinales y evitar la formacion
de disulfuros intermoleculares. Los {ragmentos Fab’ generados se convierten entonces en derivados del
tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados del Fab-TNB se reconvierte entonces en Fab'-tiol por reduccidn
con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar de otro derivado del Fab'-TNB para formar el
anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos se pueden utilizar como agentes para la
inmovilizacion selectiva de enzimas.

Descubrimientos actuales han facilitado la recuperacion directa de fragmentos Fab™-SH de E. coli, que se
pueden unir quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., ). Exp. Med., 175: 217-225
(1992) describen [a produccion de una molécula de anticuerpo biespecifica F(ab')2 completamente humanizado,
Cada uno de Jos fragmenios Fab’ se secret6 por separado a partir de E. coli y se someti6 a la unién quimica
dirigida in vitro para formar el anticuerpo biespecifico. - Por lo tanto, el anticuerpo biespecifico formado era capaz
de unirse a células que sobreexpresaban el receptor HER2 y las células T humanas normales, asi como de
desencadenar la actividad litica de los linfocitos citotoxicos humanes contra dianas de tumor de mama humano.

También se han descrito varias técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente de cultivos celulares recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos
utilizando cremalleras de leucina. Kostelny er al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos con
cremallera de leucina de las proteinas Fos y Jun se unieron a las porciones 'ab’ de dos anticuerpos diferentes
mediante fusién génica. Los homodimeros del anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar
monémeros y, después, se reoxidaron para formar los heterodimeros del anticuerpo: Este método también se
puede utilizar para producir los homodimeros del anticuerpo. La tecnologfa "diacuerpo” descrita por Hollinger et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para realizar
fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos comﬁrenden un dominio variable de la cadena pesada
{VH) conectadoe a un dominio variable de la cadena ligera (VL) mediante un enlazador que es demasiado corto
para permitir el apareamiento entre los dos dominios de la misma cadena. Por consiguiente, los dominios VH y
VL de u'fragmento tienen que aparearse con los dominios complementarios VL y VH de otro fragmento,
formando', por lo tanto, dos sitios de union a antigeno. También se ha informado de otra estrategia para producir
fragmentos de antlicuerpos biespecificos mediante el uso de dimeros Fv de cadena inica (sFv). Véase Gruber ef
al., J. Immunol., 152:53G8 (1994).

También se contemplan los anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar
anticuerpos triespecificos. Tutt ef o/, J. Immunol. 147: 60 (1991).

Anticuerpos multivalentes

Un anticuerpo multivalente puede internalizarse (y/o catabolizarse) con mayor rapidez que un anticuerpo
bivalente por una célula que exprese un antigeno al que se unen los anticuerpos. Los anticuerpos de la presente
invencion pueden ser anticuerpos multivalentes (que son los que no pertenecen a la clase 1gM) con tres o mds
sitios de union al antigeno (por ejemplo, anticuerpos tetravalentes), que pueden producirse facilmente mediante
expresion recombinante del dcido nucleico que codifica las cadenas de polipéptidos del anticuerpo. El anticuerpo

multivalente puede comprender un dominio de dimerizacion y tres o mas sitios de unién al antigeno. £1 dominio
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preferente de dimerizaciéon comprende una region Fc o una region bisagra o esta formado por ellag. En esla
situacion, el anticuerpo comprendera una region Fc y tres o més sitios de unidn al antigeno aminoterminal a la
regiéon Fe. El anticuerpo multivalente.preferente en la presente memoria descriptiva comprende entre tres y ocho
sitios de union al antigeno aproximadamente, aunque preferentemente cuatro, o esta formado por esos sitios. El
anticuerpo multivalente comprende al menos una cadena de polipéptidos (y preferentemente dos cadenas de
polipéptidos), en el cual la cadena o cadenas de polipéptidos comprenden dos ¢ mas dominios variables. Por
ejemplo, la cadena o cadenas de polipéptidos pueden comprender VD I-(X 1 )n-VD2-(X2)n-Fe, donde VDI es un
primer dominio de variable, VD2 es un segundo dominio de variable, Fc es una cadena de polipéptidos de una
region Fc, X1 y X2 representan una aminodcido o polipéptido y nes 0 6 1. Por ejeniplo, la cadena o cadenas de
polipéptidos pueden comprender: VH-CH1-enlazador flexible-VH-CH ! - cadena de la region FC o VH-CHI[-VH-
CH1-cadena de la region Fe. El anticuerpo multivalente de 1a presente memoria descriptiva comprende, ademas,
preferentemente, al menos dos (y preferiblemente cuatro) polipéptidos de dominio variable de la cadena ligera. El
anticuerpo multivalente de la presente memoria descriptiva, por ejemplo, puede comprender entre dos y cuatro
polipéptidos de dominio variable de cadena ligera. Los polipéptidos de dominio variable de cadena ligera
considerados en esta memoria descriptiva comprenden un dominio variable de cadena ligera y, opcionalmente, un
dominio CL.

Variantes de anticuerpos

En algunas formas de realizacion se contempla la modificacion o modificaciones de la secuencia de
amino&cidos descritas en la presente memoria. Por ejemplo, puede desearse mejorar la afinidad de union y/u otras
propiedades bioldgicas del anticuerpo. Las variantes de {a secuencia de aminoacidos del anticuerpo se pueden
preparar al introducir cambijos nucledtidos adecuados en e} dcido nucleico del anticuerpo, o mediante sintesis del
péptido. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, eliminaciones de las secuencias del aminoacido del
anticuerpo y/o inserciones y/o sustituciones de residuos dentro de las mismas. Cualquier combinacidn de
eliminacién, insercion y sustitucion se realiza para llegar al constructo (inal, siempre que dicho constructo tenga
las caracteristicas deseadas. Las alteraciones aminoacidicas pueden introducirse en la secuencia de aminodcidos
del anticuerpo del sujeto en el momento en que se prepara la secuencia. ’ ,

Un método util para la identificacién de determinados residuos o regiones del anticuerpe que son
ubicaciones preferidas para la mutagenia se denomina "mutagenia de barrido de alanina®, tal como sc describe en
Cunningham y Wells (1989) Science, 244:1081-1085. En la presente memoria descriptiva, se identifica un residuo
o grupo de residuos dianas (por ejemplo, residuos cargados como arg, asp, his, lys y glu) y se sustituyen por un
aminodcido con carga negativa o neutra (preferentemente, alanina o polialanina) para influir en la interaccidn de
los aminodcidos con el antigeno. Estas localizaciones de los aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a
las sustituciones se refinan al introducir mas u otras variantes en los sitios de sustitucidén. Por tanto, a pesar de que A
el sitio. donde introducir una variacion de una secuencia de aminodcidos estd predeterminado, no es necesario que
la naturaleza de la mutacion per se tenga un caréceler predeterminado. Por ejemplo, para analizar el rendimiento de
una mutacién en un lugar dado, se realiza el barrido de alanina o mutagénesis aleatoria en ¢l codon o region diana

y las inmunoglobulinas expresadas se monitorizan para detectar la actividad deseada.
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Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones en los extremos amino y/o carboxi
terminal que abarcan desde un residuo hasta polipéptidos que contienen cien o0 mas residuogs, asi como inserciones
dentro de la secuencia de uno o multiples residuos de aminoécidos. Ejemplos de inserciones terminales incluyen
un anticuerpo con un residuo metionil en el extremo N terminal o el anticuerpo fusionado a un polipéptido
citotoxico. Otras variantes de insercion de la molécula del anticuerpo incluyen la fusion del extremo N o C
terminal del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que aumente la semivida sérica
del anticuerpo.

La glicosilacion de los polipéptidos se realiza generalmente por enlace N u Q. Por enlace tipo N se
entiende el anclaje del residuo glucidico en la cadena lateral de un residuo de asparragina. Las secuencias de
tripéptidos asparragina-X-serina y asparragina-X-treonina, en donde X es cualquier aminoacido excepto ia prolina,
son las secuencias de reconocimiento para los anclajes enzimaticos del residuo glucidico a la cadena lateral de
asparragina. Por lo tanto, la presencia de cualquiera de estas secuencias de tripéptidos en un polipéptido crea un
lugar de glicosilacién potencial. La glicosilacion por enlace tipo O se refiere al anclaje de uno de los azticares N-
acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un hidroxiaminodcido, mas cominmenle serina o treonina, a pesar de que
también se puede utilizar 5-hidroxiprolina y S-hidroxilisina,

La adicion de sitios de glicosilacidn al anticuerpo se logra convenientemente al alterar la secuencia del
aminodcido para que contenga una o mas de las secuencias de tripéptidos descritas anteriormente (para lugares de
glicosilacién unidos por enlace tipe N). La alteracién también se puede realizar m-ecliante la adicidn de, o
sustitucién por, uno o mas residuos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para lugares de
glicosilaci()n unidos por enlace tipo O).

 Donde el anticuerpo comprende una region Fc, se pucde alterar el carbohidrato unido al mismo. Por
ejemplo, lds anticuerpos con una estructura de carbohidratos madura que carece de fucosa unida a una region e
del anticuerpo se describen en la Solicitud de patente de EE.UU. n.° 2003/0157108 (Presta, L.). Véase también US
2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los anticuerpos con una N-acetilglucesamina (GleNAc) bisectriz
en el carbohidrate unido a una regién Fe del anticuerpo se describen en el documento WO 2003/011878, Jean- ‘
Mairet ef o/, y en la Patente de Estados Unidos n.° 6.602.684, Umana er a/. Los anticuerpos con al menos un
residuo de galactosa en el oligosacdrido unido a una regién Fc del anticuerpo se describen en el documento WO
1997/30087, Patel et al. Véanse también los documentos WO 1998/58964 (Raju, S) y WO 1999/22764 (Raju. S.)
con respecto a los anticuerpos con carbohidratos alterados unidos a la region Fe delos mismos. Véase también US
2005/0123546 (Umana ef al.) sobre moléculas de union a antigeno con glicosilacion modificada.

En la presente memoria descriptiva, la variante de glicosilacion preferente comprende una region I'c, en
la que una estructura de carbohidratos anexa a la region IFc carece de fucosa. Estas variantes han mejorado la
funcién de la ADCC. Opcionalmente, la regién Fc también comprende una o més sustituciones de aminoacidos en
la zona que mejora ain mas la ADCC; por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la region
Fc (numeracion Eu de residuos). Entre las publicaciones relacionadas con los anticuerpos "defucositados” o "con
déficit de fucosa" podriamos citar: US 2003/0157108; el documento WO 2000/61739; el documento WO
2001/29246, US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US
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2004/0110282; US 2004/0109865; el documento WO 2003/085119; el documento WO 2003/084570; el

documento WO 2005/03 5586, el documento WO 2005/035778; el documento WO2005/053742; Okazaki ef al., I. ‘.

Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki ef al., Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Entre los ejemplos de
lineas celulares que producen anticuerpos defucosilados encontrariamos las Cé'lu‘las Lec13 CHO con déficit de
fucosilacion de proteinas (Ripka et al., Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); la Solicitud de Patente de
EEUU. n.° US 2003/0157108 Al, Presta, L y el documento WO 2004/056312 A1, Adams es a/., especialmente cl
ejemplo 11) y las lineas celulares con eliminacién de un gen, como el gen alfa-l,G-fucosiltransferasa, FUT8 y
células CHO con eliminacién de un gen (Yamane-Ohnuki er al., Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)).

Ouro tipo de variante es una variante de s-ust'nucid)n aminoacidica. Estas variantes reemplazan al menos
un residuo de aminodcidos en la molécula del anticuerpo por un residuo diferente. Los lugares de mayor interés
para la mutagénesis por sustitucidn incluyen las regiones hipervariables, pero las alteraciones FR también se
contemplan. Las sustituciones conservadoras se muestran en la Tabla 2, en {a columna "sustituciones preferentes”.
Si dichas sustituciones ocasionan un cambio en la actividad bioldgica, entonces los productos s¢ pueden examinar
y se pueden introducir cambios mds sustanciales, denominados "sustituciones ejemplares” en la Tabla 2, o como se

describe con mas detalle a continuacion con referencia a ias clases de aminoacidos.
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Tabla 2
Residuo Sustituciones Sustituciones
original ejemplares preferentes
Ala (A)- Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lis; Gln; Asn Lis
Asn (N) Gln; His; Asp, Lis; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cis {C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gin Asp
Gli (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lis; Arg Arg
e (D Leu; Val; Met; Ala; Leu
Fe; Norleucina
Leu (L) Norleucina; tie; Val; He
Met; Ala; Fe
Lis (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Fe; [le Leu
Fe (F) Trp; LGl:l; Val; lle; Ala; Tir Tir
Pro (P) Ala Ala
Ser (8) Tr Tr
Tr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tir, Fe Tir
Tir (Y) Trp; Fe; Tr; Ser e
Vai (V) Tle; Leu: Met; Fe; leu
Ala; Norleucina

Las modificaciones sustanciales en las propiedades bioldgicas del anticuerpo se logran seleccionando
sustituciones que difieran significativamentc en su efecto de mantener (a) la estructura de la base del polipéptido
en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacién plana o helicoidal,.(b) la carga o hidrofobicidad
de la molécula en el lugar diana, o (c) el residuo de la cadena lateral. Los residuos que aparecen de forma natural
se dividen en grupos sobre la base de las propiedades comunes de sus cadenas laterales:

(1) hidrofobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

{2) hidrofilos neutrales: Cis, Ser, Tr, Asn, Gln;
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(3) 4cidos: asp, ghu;
(4) basicos: his, lis, arg;
(5) residuos que tiene influencia en la orientacion de la cadena: gli, pro; y
(6) aromaticos: trp, tir, fe.
Las sustituciones no conservadoras supondran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra
clase.
Un tipo de variante de sustitucion implica sustituir uno o mas residuos de regién hipervariable de un

anticuerpo parental (por ejemplo, un anticuerpe humanizado o humano). Generaimente, la variante o variantes

_ resultantes seleccionadas para mayor desairollo tendrén propiedades biologicas mejoradas con respecto al

anticuerpo parental desde el cual se generaron. Una imanera conveniente de generar dichas variantes de sustitucion
implica la maduracién de afinidad utilizando una presentacion en fagos. De manera resumida, varios sitios de
regiones hipervariables (por ejemplo, 6-7 sitios) se mutan para generar todas las sustituciones posibles de
aminodcidos en cada silio. Los anticuerpos generados de esta manera se representan a partir de particulas de fagos
filamentosas como fusiones al producto del gen 11l de M 13 dentro de cada particula. Las variantes presentadas en
fagos se monitorizan para detectar su actividad biolégica (por ejemplo afinidad de unién) como se describe en csta
memoria descriptiva. Para identificar tos lugares de la region hipervariable candidatos para la modificacion, se
pueden realizar barridos de alanina para identificar residuos de la region hipervariabie que contribuyan
significativamente a ta union del antigeno. Come alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una
estructura cn-“istalina del complejo antigenc-anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y
el antigeno. Dichos residuos de contacto y los residuos adyacentes son candidatos a la sustitucion de acuerdo con
las técnicas elaboradas en la presente memoria descriptiva. Una vez que se generan dichas variantes, el panel de
variantes esld sujeto a monitorizacion, tal como se describe en la presente memoria descriptiva y les anticuerpos
con propiedades superiores en unc o méas ensayos relevantes se pueden seleccionar para mayor desarrolio.

Las moléculas de dcido nucleico que codifican variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo se
preparan mediante varios métodos conocidos en la materia. Estos métodos incluyen, entre otros, aislamiento desde
una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de aminoédcidos presentes en la naturaleza) o preparacion
mediante mutagénesis con mediacion oligonucledtida (o controlada i situ), mutagénesis PCR, y mutagénesis de
modulo de una variante preparada anteriormenie o una version no variante del asxticuerpo.

Puede ser deseable introducir una o més modiﬁcaciones en los aminodcidos en la region Fc de
polipéptidos de inmunog]obulinf'i, lo que genera una variante de la region Fe. La variante de la region Fc puede
comprender una secuencia de la regidén Fc humana (por ejemplo, una region Fc de 1gGy, 1gGs, 1gGs 0 1gGy
humanas) que contenga una modificacion de aminodcidos (por ejemplo, una sustitucion) en una o mds posiciones
de aminoacidos, incluida [a de la cisteina bisagra.

Segun esta descripcion-y los conocimientos del sector, se contempla que en algunas formas de realizacion
un anticuerpo utilizado en los métodos pueda comprender una o mas alteraciones, frente a su anticuerpo homalogo
de tipo natural, por ejemplo, en la region Fc. No obstante, estos anticuerpos conservaran las mismas

caracteristicas necesarias para uso terapéutico, frente a su homdlogo de tipo natural. Por ejemplo, se cree que se
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pueden realizar algunas alteraciones en la region I'c que darian como resultado una union Clq aiterada (es decir,
bien mayor o menor) y/o Citotoxicidad Dependiente de Complemento (CDC), por ejemplo, como se describe en el
documento WO99/51642. Véase también Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); Patente de EE.UU. n®
5.0648.260; Patente de EE.UU. n.° 5.624.821; y el documento W(Q94/29351 relativos a otros ejemiplos de variantes
de regiones Fe. Los documentos WO00/42072 (Presta) y WO 2004/056312 (Lowman) deseriben variantes de
anticuerpos con capacidad de union a los FcR mejorada o disminuida. [l contenido de estas publicaciones de
patentes se incorpora especificamente a la presente memoria descriptiva a modo de referencia. Véase, ademas,
Shieids et al., J. Biol. Chem., 9(2): 6591-6604 (2001). Los anticuerpos con un aumento de su semivida y una
union mejorada al receptor neonatal Fc (FcRn), que es responsable de-la transmisién de las IgG maternas al feto
(Guyer et al, J. Immunol. 117:587 {1976) y Kim et ¢f., J. Immunol. 24:249 (1994)), se describen en
US2005/0014934A1 (Hinton er al.). Estos anticuerpos comprenden una region IFc con una o mads sustituciones cn
la zona que mejoran la unidn de fa regién Fc al FeRn. Las variantes polipeptidicas con secuencias aminoacidicas
de la region Fc alteradas y capacidad aumentada o disminuida de unidn a Cql se describen en la Patente de
EE.UU. n.° 6.194.551B1 y ¢l documento WO99/51642. El contenido de dichas publicaciones de patentes se
incorpora especificamente a la presente memoria descriptiva a modo de referencia. Véase, ademas, Idusogie et al.,
J. Jmmunol. 164: 4178-4184 (2000).

Derivados del anticuerpo

Los anticuerpos pueden modificarse alin mas para que comengan fracciones no proteindceas adicionaies
que son conocidas en el sector y se encuentran disponibles. Preferiblemente, las fracciones adecuadas para la
derivatizacion del anticuerpo son polimeros solubles en agua. Ejemplos no limitantes de los polimeros solubles en
agua incluyen los siguientes componentes: polietilenglicol (PEG), Copdlimero de etilenglicol / propilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilo, polivinilpirrolidona, poli-1, 3-dioxolano, pdli-1,3,6-u'i0xano,
copolimero anhidrido etileno/maleico, poliaminoacidos (yva sean homopolimeros o copolimeros aleatorios), y
dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, 6xido de prolipropileno /
copolimeros de 6xido de etileno, polialcoholes polioxietilados (por gjemplo glicerol), alcohol polivinilo, y mezclas
de los mismos. Es posible que el polietilenglicol propionaldehido ofrezca ventajas en la elaboracion, dada su
estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular y puede ser ramificado o no. La cantidad
de polimetros adheridos al anticuerpo puede variar y, si se une mas de un polimero, fos polimeros pueden ser las
mismas o diferentes moléculas. Generalimente, la cantidad y/o tipo de polimeros utilizados para 1a derivatizacion
pueden determinarse en funcion de ciertas consideraciones, como las propiedades o funciones particulares del
anticuerpo a mejorar, si el anticuerpo derivatizade serd utilizado en un tratamiento en condiciones definidas, etc.

Deteccion de anticuerpos con las propiedades deseudas ‘

Los anticuerpos de la invencion se pueden caracterizar por sus propiedades fisico-quimicas y por sus
fhndonesbkﬂégmasxnedhnnevaﬁosehsayosconoddoseniaespedahdad.Enzdgunaétbnnasdeleaﬁzadén,km
anticuerpos estan caracterizados pbr uno o mas sitios de union a DLL4; reduccion o bloqueo de la activacion del
receptor Notch; reduccion o bloqueo de a sefializacion molecular en el extremo 3' del receptor Notch: alteracion o

blogueo de la uni6n del receptor Notch a DLL4; y/o promocién de la proliferacion de células endoteliales; y/o
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inhibicién de la diferenciacion de células endoteliales; y/o inhibicion de la diferenciacién arterial; y/o inhibicién de
la perfusidn vascular de tumares; y/o tratamiento y/o prevencién de un tumor, trastorno de la proliferacion celular
o cancer; y/o tratamiento o prevencion de un trastorno asociado a la expresion y/o actividad de DLL4; y/o
tratamiento o prevencion de un trastorno asociado a la expresidn y/o actividad del receptor Notch,

Asimismo, los anticuerpos purificados se pueden caracterizar mediante una serie de ensayos que incluyen
la secuenciacion del extremo N-terminal, el analisis de aminodcidos, la cromatografia liquida de alta resolucion no
desnaturalizante de exclusion por tamafio (HPLC), espectrometria de masas, cromatografia de intercambio idnico
y digestion con papaina. »

En ciertas formas de realizacién de la invencion se analiza la actividad biolégica de los anticuerpos
producidos en la misma. En algunas formas de realizacidn, los anticuerpos de la invencion se prueban por su
actividad de union al antigeno. Los ensayos de unién al antigeno que se conocen en la especialidad y pueden ser
usados en la presente memoria descriptiva incluyen ensayos de union competitiva o directa que usan técnicas
como western blots, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de inmunoadsorcion enzimatica), inmunoandlisis de
doble anticuerpo (tipo "sandwich"}, ensayos de inmunoprecipitacién, inmuncensayos fluorescentes ¢
inmunoensayos de proteina A. Los ensayos de union a antigeno ilustrativos se incluyen mas adelante en la seccion
Ejemplos.

Los anticuerpos anti-DLL4 que tengan las propiedades tinicas descritas en esta memoria descriptiva se
pueden obtener mediante deteccion de clones de hibridoma anti-DLL4 para las propiedades deseadas mediante un
método comodo, algunos de los cuales se describen y exemplifican en la presente memoria descriptiva. Por
ejemplo, si se desea un anticuerpo monocional anti-DLL4 que bloquec o no blaquee la unién de receptores Notch
a DLL4, el anticuerpo candidato se puede probar en un ensayo de competicion de union, como un ensayo ELISA
de unién competitiva, donde los pocillos de las placas estdn revestidos con DLL4, y una solucién de anticuerpo en
un excese del receptor Notch de interés se deposita en las placas revestidas, y el anticuerpo unido se detecla
enzimaticamente, por ejemplo, mediante contacto del anticuerpo unido al anticuerpo anti-fg conjugado con HRP o
anticuerpe anti-lg biotinilado y desarrolle de reaccion de coloracigén de HRP, por ejemplo, mediante desarrollo de
placas con HPR de estreptavidina y/o peroxido de hidrégeno y deteccidn de la reaccion de coloracion de HRP
mediante espectroimetria a 490 nm con un lector de placas ELISA.

En una forma de realizacidn, el anticuerpo es un un anticuerpo alterado que tiene parte, pero no la
totalidad, de las funciones efectoras, lo que le convierte en un candidato deseable para muchas aplicaciones en las
que la semivida del anticuerpo in vivo es importante, pero determinadas funciones efectoras (como complemento y
ADCC) son innecesarias o dafiinas. En algunas formas de realizacion, se miden las actividades Fc de la
inmunoglobulina producida para garantizar que solo se mantienen las propiedades deseadas. Se pueden llevar a
cabo ensayos de citotoxicidad /1 vitro 0 in vive para confirmar la reduccién/deplecién de actividades de CDC y/o
ADCC. Por ejemplo, los ensayos de unién del receptor Fe (FcR) pueden ser realizados para asegurar que el
anticuerpo carece de unidn a FcyR (por eso es probable que carezea de actividad ADCC), pero conserva la

capacidad de union a FcRa. Las células primarias para mediar en la ADCC, las células NK, expresan sélo Fe(REI,

mientras que los monocitos expresan Fc(RI, Fe(RI'y Fe(RII1. La expresién del FcR en células hematopoyéticas
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se resume en la Tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. limmunol, 9:457-92 (1991). En las
patentes de EE.UU. n.° 5.500.362 6 5.821.337 se describe un ejemplo de un ensayo /1 vitro para evaluar la
actividad ADCC de una molécula de interés, Entre las células efectoras Gtiles para estos ensayos se encuentran ias
células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) y las células asesinas (NK). Como alternativa, ¢
adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo, por ejemplo, en un
modelo animal como el que se desvela en Clynes et al,, PNAS (EE.UU.) 95:652-656 (1998). También se pueden
lievar a cabo los ensayos de union Clq para confirmar que el anticuerpo no puede unirse al Clq y por ello carece
de actividad CDC. A fin de evaluar {a activacion del complemento, se puede efectuar un ensaye de CDC, como,
por ejemplo, el que se describe en Gazzano-Santoro er al., J. Immunol. Methods, 202:163 (1996). También se
pueden realizar la union de FcRn y eliminacion in vivo/determinaciones de semivida con el uso de métodos
conocidos en este dmbito; por ejemplo, los descritos en la seccion Ejemplos.

Vectores, células huésped y métodos recombinantes

Para la produccion recombinante de un anticuerpo, el acido nucleico que lo codifica se aisla e inserta en
un vector replicable para clonacidn subsiguiente (amplificacion del ADN) o para su expresion. EI ADN que
codifica el anticuerpo se aisla facilmente y se secuencia utilizando procedimientos convencionales (por gjemplo,
usando sondas oligonucledtidas capaces de unirse especificamente a los genes que codifican las cadenas pesadas y
ligeras del anticuerpo). Hay muchos vectores disponibles. La eleccion del vector_depcnde en parte del huésped
celular que se utilice. Por lo general, las células huésped preferidas son de origen procariétice o eucaridtico (en
general, de mamiferos). Se tendrd en cuenta que las regiones constantes de cualquier isotipo se pueden utilizar
para este fin, incluidas las regiones constantes 1gG, 1gM, 1gA, IgD e IgE, y que dichas regiones constantes se
pueden obtener de cualquier especic aninmal o humana.

a. Generacién de anticuerpos usando células huésped eucarioticas

i. Construccion de vectores

Las secuencias de polinucledtidos que codifiquen componentes polipeptidicos del anticuerpo sc pueden
obtener utilizando técnicas recombinantes estandar. Las secuencias deseadas de polinucleétidos se pueden aislar y

secuenciar a partir de anticuerpos que producen células, como por ejemplo células de hibridoma.

. Alternativamente, los polinucledtidos se pueden sintetizar usando técnicas de PCR o sintetizador de nucledtidos.

Una vez obtenidas, las secuencias que codifican los polipéptidos se insertan en un vector recombinante capaz de
replicar y expresar polinuciedtidos heterélogos en los huéspedes procaridticos. Muchos vectores que estdn
disponibles y son conocidos en la materia se pueden utilizar para el fin de la presente invencion. La seleccion de
un vector apropiado dependera principalmente dei tamafio de los 4cidos nucleicos que se van a insertar en el vector
y de la célula huésped concreta que se transformard con el vector. Cada vector contiene diversos componentes,

dependiendo de su funcién (amplificacion o expresion de polinucledido heterdlogo o ambas) y su compatibilidad

con la céluia huésped concreta en la que resida. L.os componentes del vector incluyen, por lo general: un origen de

replicacion, un gen marcador de Ja seleccion, un promotor, un sitio de union a ribosoma (RBS), una secuencia de

seffal, la insercion del 4cido nucleico heterdlogo y una secuencia de terminacion de la transcripcion.
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En general, los vectores plasmidos que contienen secuencias de control y replicén que ge derivan de
especies compatibles con la célula huésped se usan en conexién con estos huéspedes. Por lo genéral, el vector
lleva un sitio de replicacion, asi conto secuencias de marcado, que son capaces de proporcionar seleccion
fenotipica en células transformadas. Por €jemplo, E. coli se transforma habitualmente usando pBR322, un
plasmido derivado de una especie E. coli. El pBR322 contiene genes que codifican la resistencia a ampicilina
(Amp) y tefraciclina (Tet) y, de este modo, propercionan una forma facil de identificar células wransformadas. El
pBR322, sus derivados, u otros plasmidos microbianos o bacteridfages pueden contener también, o ser
medificados para que contengan, promotores que pueden ser utilizados por el organismo microbiano para la
expresién de proteinas endogenas. Ejemplos de derivados del pBR322 usados para la expresion de anticuerpes
concretos se describen en detalle en Carter ef a/., Patente de EE.UU. n° 5.648.237.

Ademds, los vectores fagicos que contienen secuencias de control y replicon que son compatibles con tos
microorganismos huésped se pueden usar como vectores de transformacion en relacion con estos huéspedes. Por
ejemplo, un bacteridfago como AGEM™-] | se puede utilizar para marcar un vector recombinante que se pucda
utilizar para transformar células huésped susceptibles como E. coli LE392.

El vector de expresion puede comprender dos o mas pares de promotores de cistrdn, que codifiquen cada
uno de tos componentes polipeptidicos. Un promolor es una secuencia reguladora no traducida situada antes del
extremo S* del promotor en un cistréon que modula su expresién. Los promotores pliocari(')tfcos suelen pertenecer a
dos clases: inducibles y constitutivos. El promotor inducibie es aguel que inicia un aumento de los niveles de
transcripeion del cistron bajo su control en respuesta a cambios en las condiciones del cultivo, por ejemplo, la
presencia o ausencia de un nutriente 0 un cambio de temperatura.

Se conoce un gran nimero de promotores reconocidos por diversas células huésped posibles. El promotor
seleccionado puede ser funcionalmente enlazado al ADN del cistron que codifica la cadena pesada o ligera
mediante eliminacion del promotor del ADN fuente a través de digestion enzimatica mediante restriccion e
insercion de la secuencia aislada del promotor en el vector. Tanto la secuencia nativa del promotor como muchos
promotores heterélogos se pueden utilizar para dirigir la amplificacion y/o expresion de los genes diana. En
algunas formas de realizacion, se utilizan promotores heterdlogos, puesto que por lo general permiten una mayor
transcripcién y una mayor produccion del gen diana expresado, frente al promotor pelipeptidico diana nativo,

Los promotores aptos para su uso con huéspedes pracarioticos incluyen el promotor PhoA, los sistemas
promotoies de lactosa y B;galaclalllasa, un sistema promotor a base de triptofano (trp) y promotores hibridos como
el promotor tac o el tre. Sin embargo, también son aptos otros promotores que son funcionales en bacterias (como
otros promotores de fagos o bacterianos conocidos). Se han publicado sus secuencias de nucteétidos, 1o que
permite que un experto pueda ligarlas a cistrones que codifiquen las cadenas pesada y ligera dianas (Siebenlist et
al., (1980) Cell 20: 269) usando enlazadores o adaptadores que proporcionen sitios de restriccion necesarios.

En un aspecto de la invencion, cada cistron dentro del vector recombinante comprende un componente de
la secuencia de sefial de la secrecion que dirige la translocacion de los polipéptidos expresados en una me;nbrana.

En general, la secuencia de sefial puede ser un componente del vector, o puede ser parte del ADN del polipéptido

_ diana que se inserta en el vector. La secuencia de sefial seleccionada a efectos de esta invencion es aquella que la
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procaridticas que no reconocen ni procesan las secuencias de seiial nativas a los polipéptidos heterdlogos, la
secuencia de sefial ¢s sustituida por una secuencia de sefial procaridtica seleccionada, por ejemplo, entre un grupo
formado por fosfatasa alcaiina, penicilasa, Ipp o lideres de enterotoxina 11 termoestable (STII}, LamB, PhoE, PelB,
OmpA y MBP. En ﬁna forma de realizacion de la invencion, las secuencias de sefial usadas en los dos cistrones
del sistemna de expresidn son secuencias de sefial STII ¢ variantes de ellas,

En otro -aspecto, la produccion de las inmunoglobulinas segiin la invencidn puede tener lugar en el
ciloplasma de la céiula huésped y, por lo tanto, no requiere la presencia de secuencias de seiial de secrecion dentro
de cada cistron. A este respecto, las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina se expresan, multiplican y
ensamblan para formar inmunoglobulinas funcionales dentro del citoplasma. Determinadas cepas de hué€spedes
(por ejemplo, las cepas de E. coli trx3) ofrecen condiciones ciloplasmdticas que son favorables a la formacion de
uniones de disulfuros, io que permite una multiplicacion y ensamblaje correctos de las subunidades de las
proteinas expresadas. Proba y Pluckthun, Gene, 159:203 (1595).

Las células huésped procaridticas aptas para la expresion de anticuerpos incluyen Archaebacteria y
Eubacteria, como microorganismos grampositivos o gramnegativos. Entre los ejemplos de bacterias ttiles se
incluyen Escherichia (por ejemplo, E. coli), Bacilli (por ejemplo, B. subtilis), Enterobacteria, las especies
Pseudomonas (por gjemplo, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia marcescans, Klebsiella, Proteus,
Shige]}a,\ Rhizobia, Vitreoscilla o Paracoccus. En una forma de realizacion, se utilizan células gramnegativas. In
una forma de realizacion, se utilizan células E. coli como huéspedes para la invencion. Entre los ejemplos de
cepas E. coli estan W3 110 (Bachmann, Cellular and Molecular Biotogy, vol. 2 (Washington, D.C.: American
Society for Microbiology, 1987), pags. 1190-1219; n.° en deposito en ATCC 27.325) y derivados de las mismas,
que incluyen la cepa 33D3 con el genotipo W31 10 AfhuA (AwonA) pu3 fac 1q lacL.8 AompTA(nmpe-fepE) degP4]
kanR (Patente de EE.UU. n.°. 5.639.635). Otras cepas y derivados de las mismas, como £, coli 294 (ATCC
31.446), E. coli B, E. colir 1776 (ATCC 31.537) y E. coli RV308(ATCC 31.608) también estén indicados. Estos
ejemplos tienen un cardcler ilustrative y no limitador. Los métodos para construceion de derivados de cualquiera
de las bacterias antes mencionadas con genotipos definidos son cenocidos en el secior y se describen, por ejemplo,
en Bass ef al., Proteins, 8:309-314 (1990). Por lo general, es necesario seleccionar las bacterias apropiadas
teniendo en cuenta la replicabilidad del replicon en las células de una bacteria. Por ejemplo, las especies E. coli,
Serratia o Salmonella se pueden usar bien camo huésped cuando plasmidos bien conocidos como pBR322,
pBR325, pACYC177 o pKN410 se utilizan para suministrar al replicon. Normalmente, en caso de que la célula
huésped deba secretar cantidades minimas de enzimas proteoliticas puede resiltar conveniente incorporar al
cultivo celular inhibidores adicionales de la proteasa,

ii. Produccidn de anticuerpos

Las células huésped se transforman con fos vectores de expresion descritos anteriormente y se cultivan en
medios nuirientes convencionales modificados como es adecuado para inducir promotores, seleccionar

transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.
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Transformacién significa introducir ADN en el huésped procariotico de forma que el ADN sea replicable,
ya sea como clemento extracromosémico o como integrante cromosémico. En funcion de la célula huésped que se
utilice, la transformacion se realiza empleando técnicas estandar apropiadas para dichas células. El tratamiento con
calcio que emplea cloruro de calcio se usa por lo general para células bacterianas que contienen barreras
sustanciales en la pared celular. Otro método de transformacion emplea polietilenglicol/DMSO. Oira técnica
utilizada es la electroporacion.

Las células procaridticas usadas para producir los polipéptidos se cultivan en medios conocidos en el
sector y aptos para el cullivo de células huésped seleccionadas. Ejemplos de medios apropiados son caldo de luria
(LB) mds nutrientes suplementarios necesarios. En algunas formas de realizacion, los medios también contienen
un agente de seleccion, elegido en [uncién de la construccion del vector de expresidn, para permitir ef crecimiento
selectivo de células procaridticas que contengan el vector de expresion. Por ejemplo, se afiade ampicilina a los
medios de cultivo para el crecimiento de células que expresan un gen resistente a ampicilina.

Los anticuerpos necesarios aparte de carbono, nitrogeno y fuentes inorganicas de fosfalo también se
pueden incfuir a concentraciones apropiadas introducidas solas en una mezcla con otro suplemento o medio de
cultivo como una fuente de nitrégeno compleja. Opcionalmente, el imedio de cultivo puede contener uno o mas
agentes reductores seleccionados a partir del grupo formado por glutationa, cisteina, c‘istaminn, tioglicolato,
ditioeritriol y ditiotreitol.

Las células huésped procaridticas se cultivan a temperaturas apropiadas. El cultivo de E. coli, por
ejemplo, se produce a un rango de temperaturas comprendido entre unos 20 °C y unos 39 °C; mejor aun, entre unos
25 °C y unos 37 °C; y, atin mejor, a unos 30 °C. El pH del medio de cultivo puede ser cualquiera comprendido
entre 5 y 9 aproximadamente, dependiende sobre todo del microorganismo huésped. El pH para E. coli oscila,
preferiblemente entre 6,8 v 7,4 aproximadamente, y mejor aun si es de 7,0.

Sien el vector de expresidn se utiliza un promotor inducible, la expresion de la proteina se induce en
condiciones aptas para la activacion del promotor. En un aspecto de la invencion, los promotores PhoA se utilizan
para controlar ia transcripcidn de los polipéptidos. Segun esto, las células huésped transformadas se cultivan en un
medio limitador de fosfato para la induccién. Preferiblemente, el medio de cultivo.'limilador de fosfato es el
C.R.A.P (véase, por ejemplo, Simmons e? al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147). Se pueden utilizar
otros inductores diversos, segiin el constructo de vector empleado, como se sabe en el sector,

En una forma de realizacion, los polipéptidos cxpresados de la presente invencion se secretan en el
periplasma de las céiulas huésped y se recuperan alli. La recuperacion de las proteinas supone ia ruptura de los
microorganismos, por lo general mediante choque osmotico, sonicacion o lisis. Una_- vez producida la ruptura de
las células, los desechos celulares o células enteras se pueden climinar mediante centrifugacion o Gitracion. Las
proteinas pueden purificarse mas, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad con resina. De manera
alternativa, pueden transportarse proieinas dentro del medio de cultivo y aislarse en él. Las células pueden
retirarse del cultivo, y el sobrenadante del cultivo puede filtrarse y concentrarse para proceder a la posterior

: !

purificacion de las proteinas producidas. Los polipéptidos expresados pueden volver a aislarse e identificarse
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mediante métedos comunes conocidos, como la electroforesis en geies de poliacrilamida (PAGE) y ensayos
Western blot.

En uno de los aspectos de la invencion, la produccion de anticuerpos se realiza en gran cantidad mediante
proceso de fermentacion. Existen varios procesos disponibles de fermentacion de lotes alimentados a gran escala
para la produccion de protefnas recombinantes. Las fermentaciones a gran escala se realizan en dispositivos de al
nmenos lOOO-Iitros de capacidad, preferibleniente, entre 1.000 y 100.000 litros de capacidad. Estos fermentadores
utilizan agitadores de hélice para distribuir oxigeno y nutrientes, especialmente glucosa (la fuente preferente de
carbono/energia). La fermentacion a pequeifia escala hace referencia generaimente a la fermentacion en
fermentadores de aproximadamente no més de 100 litros de capacidad volumétrica, y pueden vaciar de 1 a 100
litros aproximadamente.

En un proceso de fermentacion, la induccion de expresion proteica se inicia tipicamente después de que
las células hayan crecido en condiciones adecuadas hasta alcanzar la densidad deseada, por cjemplo una OD550 de
entre 180-220, momento en el cual las céiulas se encuentran en ia fase estacionaria temprana. Pueden usarse
distintos inductores, de acuerdo con el constructo del vector utilizado, tal y como se conoce en la materia y como
se ha descrile anteriormente. Las células pueden hacerse crecer durante periodos mas cortos antes de la induccion.
Las células se inducen normalmente durante unas 12-50 horas, aunque es posible utilizar tiempos de induccién
mas cortos o mas prolongados.

Pueden modificarse distintas condiciones de fermentacion para mejorar el rendimiento de produccion y la
calidad de los polipéptidos. Por ejemplo, para mejorar el ensamblaje adecuado y el plegamiento de los
polipéptidos de anticuerpos secfelados, pueden utilizarse vectores adicionales que sobrecxpresan la proteina
chaperona, tales como proteinas Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD y/o DsbG) o FkpA (una peptidil-propil cis,trans-
isomerasa con actividad chaperona) para co-transformar las células huésped procaridticas. Se ha demostrado que-
las proteinas chaperonas facilitan la solubilidad y el plegamiento adecuado de las proteinas heterdlogas producidas
en c¢élulas bacteriaies huésped. Chen er af., (1999) ) Bio Chem 274:19601-19605; Georgiou et al., Patente de
EE.UU. n° 6,08'3,7 15; Georgiou et al., Patente de EE.UU. n.°. 6,027,888, Bothmann y Pluckthun, (2000) J. Biol.
Chem. 275:17100-17105; Ramm y Pluckthun, (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-17113; Aric ef al., (2001) Mol.
Microbiol. 39:199-210.

Pueden utilizarse ciertas cepas huésped con deficiencia de enzimas proteoliticas para minimizar la
proteolisis de proteinas heterdlogas (especialmente las que son sensibles desde el punto de vista proteolitico). Por
ejemplo, las cepas de células huésped pueden modificarse para efectuar mutaciones genéticas relativas a los genes
que codifican proteasas bacteriales conocidas, como la Proteasa 111, OmpT, DegP, Tsp, Proteasa I, Proteasa Mi,
Proteasa V, Proteasa VI y combinaciones de éstas. Estdn disponibles algunas cepas de E. ¢oli con deficiencia de
proteasas,_las cuales se describen, por gjemplo, en Joly ef o/, (1998), citado anteriormente; Georgiou ef al., Patente

de EE.UU. n.° 5.264.365; Georgiou et al., Patente de EE.UU. n.° 5.508.192; Hara ef al, Microbial Drug
Resistance, 2:63-72 (1996).
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En una forma de realizacion, en el sistema de expresion de la invencion se utilizan como células huésped
cepas de E. coli con deficiencia de enzimas proteoliticas transformadas con pldsmides que sobreexpresan una o
mds proteinas chaperonas.

‘ iii. Purificacién de anticuerpos

Pueden emplearse métodos estandar conocidas en la materia para la purificacion de proteinas. Los
siguientes procedimientos tienen cardcter ejemplar en lo que se refiers a procedimientos de purificacion
adecuados: fraccionamiento en columnas de intercambio iénico o de inmunoafinidad, precipitacion en etanol,
HPLC de fase reversa, cromatogratia en anhidrido silicico o en una resina de intercambio catidnico tal como
DEAE, cromatoisoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion en sulfato de amonio y filtrado en gel mediante, por
ejemplo, Sephadex G-75.

En un aspecto, se utiliza Proteina A inmovilizada en una fase solida para purificaciéon por inmunoafinidad
de los productos de anticuerpos de longitud completa. La proteina A ¢s una proteina de pared cetular de 41k ded
Staphylococcus aureas que se une con gran afinidad por la region Fc de los anticuerpos. Lindmark et ai (1983), ).
Immunol. Meth. 62:1-13. La fase solida a la que se fija la Proteina A es preferiblemente una columna que
contenga una superficie de vidrio o anhidrido silicico, o, ain mejor, una columna de acido silicico o de vidrio
poroso controlado. En algunas aplicaciones, la columna ha sido recubierta con un reactivo, como el glicerol, para
evitar una posible adherencia inespecifica de contaminantes.

Como primer paso de purificacion, la preparacion derivada del cuitivo celular, segun lo descrilo
anteriormente, se aplica a la fase sélida de Proteina A inmovilizada para permitir la union especifica del anticuerpo
de interés a la Proteina A. A continuacidn, se procede a lavar la fase sélida para eliminar los contaminantes unidos
inespecificamente a ella. Finalmente, el anticuerpo de interés se recupera de la fase sélida mediante elucion.

b. Generacion de anticuerpos usando células huésped cucaridticas

Los componentes del vector suelen incluir, entre otros, uno 0 mas de los siguientes elementos: una
secuencia de sefial, un origen de 1'ep1icacic’)'n, uno o mas genes marcadores, un potenciador, un promotor y una
secuencia de finalizacion de la transcripcion.

(i) Componente de secuencia de la sefal

~Un vector para uso en una célula hudsped eucaridtica puede contener también una sccuencia de sefial u
otro polipéptido con una escision especifica en el término N de la proteina madura o polipéptido. La secuencia de
sefial heterdloga seleccionada preferiblemente es aquella que la célula huésped reconoce y procesa (es decir,
escindida por una peptidasa de sefial}. En la expresion celular de los mamiferos, estan disponibles las secuencias
de sefial de los mamiferos asi como los lideres secretores viricos, por ejemplo, la sefial del herpes simplex gD.

EI' ADN para la regién de dicho precursor esta ligado en la estructura de lectura al ADN que codifica el
anticuerpo. /

- (ii) Origen de la replicacion
Por lo general, no es necesario un componente origen de la replicacion para los vectores de expresion en

mamiferos. Por ejemplo, ¢l origen SV40 se puede utilizar habitualmente s6lo porque contiene el promotor precoz.
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Los vectores de expresion y clonacion pueden contener un gen de seleccion, también denominado

(iii) Componente gen de seleccion

marcador seleccionable. Los genes de seleccidn tipicos codifican proleinas que (a) otorgan resistencia a
antibioticos u otras toxinas, por gjemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan las
deficiencias auxotréficas, si procede o {c) suminisiran nutrientes basicos no disponibles a partir de medios
complejos.

Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para detener el crecimiento de una célula
huésped. Estas células que se transforman con éxito con un gen heterélogo producen una proteina que otorga
resistencia al firmaco y,"asi, sobrevive a la estrategia de seleccion. Ejemplos de esta seleccion dominante utilizan
los farmacos neomicina, dcido micofendlico e higromicina.

Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamiferos son los que permiten la
identificacion de las células encargadas de absorber el dcido nucleico del anticuerpo, como DH FR“, timidina
cinasa, metalotioneina [ y 11, preferiblemente, genes de metalotioneina en primates, adenosina deaminasa, ornitina
decarboxilasa, etc. '

Por gjemplo, las células transformadas con el gen de seleccién DHFR se identifican primero a través del
cultivo de todos los transformantes en un medio de cuitivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista
competitivo del DHEFR. Una célula huésped adecuada cuando se utiliza el DHFR de tipo natural es la linca celular
de ovario de hamster chino (CHO) deficiente en actividad del DHFR {(por ejemplo, ATCC CRL-9096).

Alternativamente, las células huésped (en especial los huéspedes naturales que contienen DHFR
endogeno) transformadas o co-transformadas con secuencias de ADN que codifican un anticuerpo, la proteina
DHFR natural y otro marcador seleccionable como la aminoglicosida 3'-fosfotransferasa (APH) pueden
seleccionarse mediante crecimiento celular en un medio que contenga un agente de seleccion para el marcador
seleccionable, como un antibidtico aminoglicosidico, por ejemplo, canamicina, neomicina o G418. Véase la
patente de EE.UU. n.°4.965.199. - '

(iv) Componente promotor

Los vectores de expresion y clonacidn suelen contener un promotor que es reconocido por el organismo
huésped y estd funcionalmente entazado al dcido nucleico del polipéptido del anticuerpo. Se conocen las
secuencias de promotores para eucariotas. Pricticamente todos los genes alecucartdticos tienen una region vica en
AT situada aproxiimadamente entre las bases 25 y 30 antes del extremo 5' del promotar desde ei sitio donde se
inicia la traseripcion. Otra secuencia encontrada entre las bases 70 y 80 antes del extremo 5° del promotor desde el
inicio de la transcripeion de muchos genes es la region CNCAAT en la que N puede ser cualquier nucleotido
(identificador de secuencia n.’: 3). En el extremo 3’ de la mayor{a de los genes eucaridticos hay una secuencia
AATAAA que puede ser la sefial para la adicidn de la cola de poli(A) al extremo 3* de la secuencia de
codificacion (identificador de secuencia n.% 4). Todas estas secuencias se insertan bien en los veclores de
expresion eucaridtica.

La transcripcion del polipéptido de anticuerpos a partir de los vectores en células huésped de mamiferos

estd controlada, por ¢jemplo, por promotores obtenidos a partir de los genomas de virus como el poliomavirus, el
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virus de la viruela de las aves'de corral, el adenovirus (como el Adenovirus 2), el virus del papiloma bovino, el

virus del sarcoma aviario, el citomegalovirus, un retrovirus, el virus de la hepatitis B y el Simian Virus 40 (SV40),
a partir de promotores heterélogos de mami'l"eros, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de
inmmunoglobulina, o a partir de promotores de choque térmico, siempre que dichos promotores sean compatibies
con los sistemas de las células huésped.

Los promotores tempranos y tardios del virus SV40 se obtienen facilmente como un fragmento de
restriccion del SV40, que también contiene el origen viral de replicacion del SV40. El promotor temprano
inmediato del citemegalovirus humano se obtiene facilmente como un fragmento de restriccion Hindlll E. Un
sistema para la expresion del ADN en huéspedes de mamiferos utilizando el virus del papiloma bovino como
vector se da a conocer en la patente de EE.UU n.° 4.419.446, Una modificacion de este sistema se describe en la
patente de EE.UU. n.°4.601.978. Allernativamente, la repeticion del terminal largo del virus del sarcoma de Rous
se puede utilizar coma promotor.

(v) Componente elemento potenciador

La trascripcion de ADN que codifique el polipéptido del anticuerpo de esta invencion a través de -
eucariotas mas alias se aumenia con frecuencia al insertar la secuencia de un potenciador en el vector. Se conocen
ya muchas secuencias de potenciadores de genes de mamiferos (globina, elastasa, albamina, fetoproteina alfa ¢
insulina). No obstante, lo habitual es que se utilice un potenciador procedente de un virus de células eucaridticas.
Entre los ejemplos destacan el potenciador SV40 en el lade tardio del origen de la replicacion (bp 100-270), el
potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de palioma en ¢l lado tardfo del origen de
la replicacién y los potenciadores de adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) para elementos
de potenciacion para la activacion de los promotores eucariéticos. El potenciador puede empalmarse en ¢l vector
en una posicion 5" a 3" a la secuencia de codificacidn del polipéptido del anticuerpo, pero esta situado
preferiblemente en un sitic 5' desde ¢l promotor.

(vi) Componénte finalizacion de la transcripcion

Los vectores de expresion utilizados en células huésped eucaridticas contendrdn también, por Jo gencral,
secuencias necesarias para la terminacion de la transcripeion y para ia estabilizacion del ARNm. Estas secuencias
estan habitualmente disponibles desde las regiones no traducidas del extremo 5°, y ocasionalmente el 3°, de los
ADN o ADNc virales o eucariotices. Estas regiones contienen segimentos de nucledtidos transcritos como
fragmentos poliadenilados en la porcién no traducida del ARNm que codifica un anticuerpo. Un componente de
finalizacion de la transcripcion atil es la region de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. Véase el
documento WO94/11026 y el vector de expresion que se da a conocer en el mismo;

(vii) Seleccién y transformacién de células huésped

Entre las células huésped apropiadas para clonacion o expres-ién del ADN en los vectores de la presente
memoria descriptiva figuran las células eucariotas més altas, incluidas las células huésped de vertebrados. La
propagacion de células de vertebrados en cultivos (cultivo tisular) se ha convertido en un procedimiento habitual.
Ejemplos de lineas celulares Otiles de mamiferos son la linea CV1 de rifion del mono transformada por SV40

(COS-7, ATCC-CRL 1651); la linea de rifién embrionario humano (293 6 293 células subclonadas para
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crecimiento en cultivo en suspensidn, Graham ef o/, J. Gen Virol. 36:59 (1977)) ; células de rifion de crias de
hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovarjo de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub ef al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:4216 {1980)); células sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células
de rifidon de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587);
células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células caninas de rifidon (MDCK, ATCC CCL 34);
células de rifion de ratas bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células humanas de ;Julm()n {(W138, ATCC CCL
75); células hepdticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor de mama de ratéon (MMT 060562, ATCC CCL51);
células TRI (Mather e/ af., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5, células IFS4; y una linea de
hepatoima humano (Hep G2).

Las células huésped se transforman con los vectores de expresian o clonacion descritos anteriormente
para la produccidn del anticuerpo y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados como es
adecuado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes qtie codifican las secuencias
deseadas.

(viii) Cultivo de las células huésped

Las células huésped utilizadas para producir un anticuerpo de esta invencion se pueden cultivar en
diversos medios. Medios comercialmente disponibles como Ham's F10 (Sigina), Minimal Essential Medium
((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Dulbecco's Modified Eagle's Medium ((DMEM), Sigma) son aptos para
el cultivo de células huésped. Ademds, cualquiera de los medios descritos en Ham ef af., Meth. Enz. 58:44 (1979),
Barnes er al., Anal. Biochem.102:255 (1980), palentes de Estados Unidos n.°4.767.704; 4.657.866; 4.927.762;
4.560.655 0 5.122.469; el documento WO 90/03430; el documento WO.87/00195; o la patente de Estados Unidos '
Re. 30.985 se pueden utilizar como medios de cultivo para células huésped. Cualquiera de estos medios se puede
suplementar cuando sea necesario con hormonas y otros factores de crecimiento (como insulina, transferrina o
factor de crecimiento epidérmico), sales (como cloruro sddico, calcio, magnesio y fosfato), tampones (como
HEPES), nucieotidos (como adenosina y timidina), antibioticos (como el férmaco-GENTAMYCINTM), elementos
de traza (definidos como compuestos inorganicos presentes por io habitual en las concentraciones finales en el
rango micromolar) y glucosa o una fuente de energia equivalente. Se pueden incluir también otros suplementos

necesarios a concentraciones adecuadas que seran conocidas por aquellos con conocimientos en ta materia. Las

. condiciones del cultivo, como temperatura o pH entre otras, son las utilizadas anteriormente con la célula huésped

seleccionada para expresion y seran conocidas por los expertos en la materia.

(ix) Purificacion dei anticuerpo

Al utilizar téenicas recombinantes, se puede producir el anticu'erpo intracelularmente o directamente
secretado en el medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como primer paso, los residuos de particulas,
ya sean células huésped o fragmentaos lisados, se eliminan, por gjemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracion.
Cuando el anticuerpo es secretado en el medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresion se concentran
primero, por lo general, utilizando un filtro para concentracion de proteinas disponible comercialimente, por

ejemplo una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de la proteasa
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como PMSF en cualquiera de las fases anteriores para inhibir la proteolisis y se puedel{ incluir antibioticos para
impedir ¢l crecimiento de contaminantes accidentales.

La composicion del anticuerpo preparado a partir de las células se puede purificar utilizando, por
ejemplo, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis y cromatografia de afinidad. Esta ultima es
la técnica de purificacion preferida. La idoneidad de Ia proteina A como ligando de afinidad depende de las
especies y del isotipo de cualquier domino Fc de la inmunoglobulina que estd presente en el anticuerpo. La
proteina A se puede utilizar para purificar anticuerpos que se basan en cadenas pesadas humanas vi, y2, o y4
(Lindmark et @l., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de raién

y para la y3 humana (Guss ef af., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la que el ligando de afinidad se une

" es con frecuencia la mas agarosa, pero también estan disponibles otras matrices. Las matrices mecanicamente

estables, como vidrio poroso controlado o poliestirenodivinil}benceno, permiten tasas de {lujo mds rapidas y
tiempos de procesamiento mas cortos que los que se pueden lograr con agarosa. Cuando el anticuerpo comprende
un dominio CH3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, New Jersey) es utii para la purificacion. .
También estdn disponibles, dependiendo del anticuerpo que quiera recuperarse, otras técnicas para la purificacion
de las proteinas, come fraccionamiento en una columna de intercambio idnico, precipitacion en etanol, HPLC de
fase reversa, cromatografia en anhidrido siticico, cromatografia en heparina SEPHAROSE™, cromatografia en
una resina de intercambio i6nico o catidnico (como una columna de acido poliaspartico), cromatoisoenfoque,
SDS-PAGE y precipitacion en sulfato de amonio.

Siguiendo cualquiera de las fases pretiminares de purificacion, la mezcla que contiene el anticuerpo de
interés y los contaminantes puede estar sujeta a cromatografia de interaccién hidrofoba con pH bajo utilizando una
solucion de elucion a un pH entre 2,5 y 4,5, preferiblemente a concentraciones bajas en sal (por ejemplo, entre 0-
0,25 M aproximadamente).

Inmunoconjugados

La invencion también proporcicna intnunoconjugados (también denominados "conjugados de anticuerpos
con férmacos“‘ 0 "ADC"), que comprenden anticuerpos anti-DL14 conjugados a un agente citotoxico como por
ejemplo un agente quimioterapéutico, un farmaco, un agente inhibidor del crecimiento, una toxina {por ejemplo,
una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, flingico, animal o vegetal, o fragmentos de la misma), o
un isétopo radioactivo (es decir, un radioconjugédo).

El uso de conjugados de anticuerpos con farmacos para la administracion local de agentes citotdxicos o
citostaticos, es decir, los firmacos que se utilizan para matar o inhibir ¢élulas tumorales en el tratamiento del
cancer (Syrigos v Epenetos (1999) Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz y Springer (1997) Adv.
Drg Del. Rev. 26: 151 -172; patente de EE. UU. n.° 4.975.278), permite la administracion del grupo de farmacos a
tumores y una acumulacion intracelular en éstos, donde la administracion sistematica de estos agentes
farmacoldgicos no conjugados puede resultar en niveles inaceptables de toxicidad tanto para las células normales
como para las células tumorales que se intentan eliminar (Baldwin ez a/., (1986) Lancet pdgs. (Mar. 15,
1986):603-05; Tharpe, (1985) "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,” en
Monocional Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pinchera et al., (eds), pags. 475-506). Se
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busca entonces la maxima eficacia con la minima toxicidad. Tanto los anticuerpos monoclonaies como los
policlonales se han descrito como utiles en estas estrategias (Rowland et al., (1986) Cancer Immunol.
Immunother., 21:183-87). Los medicamentos empleados en estos métodos incluyen a la daunomicina, la
doxorrubicina, el metotrexato y la vindesina (Rowland et @/, (1986) mencionado anteriormente). Entre las toxinas
empleadas en los conjugados de anticuerpos con toxinas se encuentran toxinas bacterianas como fa toxina de la
difteria, toxinas vegetales como la ricina, toxinas de moiéc&a pequefia como la g-eidanamicina {Mandler et al,
(2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581; Mandler er of., (2000) Bicorganic & Med. Chem. Letters
10:1025-1028; Mandler et al., (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansinoides (EP 1391213; Liu et of.,
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623) y caliquearnicina (Lode ef af. (1998) Cancer Res. 58:2928;
Hinman et al., (1993) Cancer Res. 53:3336-3342). Las toxinas pueden producir éus efectos citotoxicos y
citostaticos mediante mecanismos que incluyen la unién de tubulina, la unién de ADN o la inhibicion de ia
topoisomerasa. Algu;los farmacos citoloxicos tienden a ser inactivos o menos activos cuando se conjugan con
grandes anticuerpos o ligandos receptores de proteinas.

ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/ldec) es un anticuerpo conjugado con un radicisétopo

compuesto de un anticuerpo monoclonal kappa 1gG 1 murino dirigido contra el antigeno CD20 que se encuentra en

- la superficie de los linfocitos B cancerosos y normales, v contra el radioisotopo 111In 0 90Y unido por un quelante

enlazador de tiourea (Wiseman ef @l., (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77; Wiseman ¢! al., (2002) Blood ‘
99(12):4336-42; Witzig er al., (2002) J. Clin. Oncol, 20(10):2453-63; Wilzig ef al., (2002) J. Clin. Oncol.
20(15):3262-69). A pesar de que el ZEVALIN presenta actividad contra las células B del linfoma no Hodgkin
(NHL), su administracion provoca citopenias graves y prolongadas en la mayoria de los pacientes.
MYLOTARG™ (Gentuzumab ozogamicina, Wyeth Pharmaceuticals), un conjugado de anticuerpo con un
farmaco, comlpueslo de un anticuerpo huCD33 enlazado a caliqueamicina, se aprobo en 2000 para el tratamiento
de leucemia mieloide aguda por inyeccion (Drugs of the Future (2000) 25(7): 686; patentes de EE.UU. n.®
4970198; 5079233; 5585089; 5606040; 5693762; 5739116; 5767285; 5773001). 'Cantuzumab mertansina
(Inmugen, Inc.), un conjugado de anticuerpo con farmaco compuesto por el anticuerpo huC242 enlazado al grupo
de farmacos de los maitansinoides por medio de un enlazador de disulfuro SPP, DM, esta bien avanzado en
ensayos clinicos de Fase Il para el tratamiento de canceres que expresan CanAg, comao los de colon, pancreas,
géstricos y otros. MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.), un conjugado de aniicuerpo
con un farmaco, compuesto por el anlicuerplo‘monoclonal del antigeno de membrana antiprostético (PSMA)
enlazado al grupo de {os maitansinoides, DM1, esta en fase de desarrollo para el tratamiento potencial de los
tumores de prostata. Los péptidos auriestatinés, la auristatina E (AE) y la monometilauristatina (MMAL),
andlogos sintéticos de la dolastatina, se conjugaron a anticuerpos monoclonales quiméricos cBR96 (especificos
para Lewis Y en carcinomas) y cAC10 (especificos para CD30 en tumores hematoldgicos) (Doronina er af., (2003)
Nature Biotechnology 21(7):778-784) y se encuentran en desarrollo terapéutico.

Los agentes quimioterapéuticos tiles en la generacion de inmunocenjugados se describen en la presente
memoria (por ejemplo, los descritos anteriormente). Las toxinas enzimdticamente activas y los fragmentos de las

mismas que se pueden utilizar incluyen la cadena de difleria A, los fragmentos activos sin unién de la toxina de la
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difteria, la cadena de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), la cadena de ricina A, la cadena de abrina A, la
cadena de mmodecina A, la alfa-sarcina, las proteinas de Aleurites fordii, las proteinaé de diantina, las proteinas de
Phytolaca americana (PAPL, PAPH y PAP-S), el inhibidor de la Momordica charantia, la curcina, la crotina, el
inhibidor de la Saponaria officinalis, la gelonina, la mitogelina, la restrictocina, la fenomicina, la enomicina y el
tricotecenos. Véase, por ejeniplo, el documento WQ 93/21232, publicado el 28 de actubre de [993. Se dispone de
diversos radiontclidos para la produccién de anticuerpos radiocorijugados. Entre los ejemnplos se incluyen *7Bi,
B B, 2y Y '%Re. Los conjugados del anticuerpo y el agente citotdxico se pueden realizar utilizando una
variedad de agentes de unidn a proteina bifuncionales, como por ejemplo N-succinimidil-3-(2-piridilditio)
propionato (SPDP), iminotiolane (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (como el dimetiladipimidato HCI),
ésteres activos {por ejempla, disuccinimidil suberato), aldehidos (ﬁor ejemplo, glutaraldehidos), compuestoé bis-
azido (como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio {(como bis-(p-diazoniobenzoil)-
etilenodia:hina), diisocianatos (por ejemplo, 2,6-diisocianato de tolueno) y compuestos bis-activos de fluoruro

(como 1,5-difluoruro-2,4-dinitrobenceno). Por gjemplo, una inmunotoxina de ricina se puede preparar tal y como

se describe en Vitetta ez al., Science, 238: 1098 (1987). Li acido triaminopentaacético 1-isotiocianatobencil-3-

metildietileno marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un ejemplo de agente quelante para la conjugacion de un
radionucleétido a un anticuerpo. Véase el documento WQ94/11026.

También se contemplan en la presente memoria descriptiva los conjugados de un anticuerpo y una o més
toxinas de molécula pequeifia, como una calicheamicina, maitansinoides, dolastatinas, aurostatinas, un tricoteceno
y un CC1063, y los derivados de estas toxinas que tengan una actividad toxica.

i. Maitansina y maitansinoides

En algunas formas de realizacién, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo (longitud completa o
fragmentos) conjugado con una o mas moléculas de maitansinoides.

Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que actuan inhibiendo la polimerizacion de la tubulina. La
maitansina se aisio por primera vez a partir de} arbusto de Africa oriental Maytem& serrata (patente de EE.UU. n.®
3.896.11 1). Posteriormente, se descubrié que determinados microbios también producian maitansinoides, como el
maitansinol y los ésteres de C-3 maitansinol (patente de Estados Unidos n.” 4.151.042). El maitansinol sintético y

sus derivados y analogos se describen, por ejermiplo, en las patentes de EE.UU. n.° 4.137.230: 4.248.870;

' 4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757, 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946; 4.315.929;

4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.860; 4.424 219; 4.450.254; 4.362.663 y 4.371.533.

Las porciones de farmacos maitansinoides son porciones de farmacos que resultan atractivas para la
elaboracion de conjugados de anticuerpos con farmacos por sus siguientes caracterfsticas: (i) son relativamente
accesibles en lo que se refiere a su preparacién mediante fermentacién, medificacion quimica o derivaciéon de
productos de fermentacién, (ii) son faciles de someter a derivacion, con grupos funcionales adecuados para
conjugacion a través de los enlazadores no disulfuro con anticuerpos, (i) estabitidad en plasima y (iv) resuftan
efectivos frente a distintas lineas celulares tumorales.

Los inmunoconjugados que contienen maitansinoidés, los métodos para elaborarlos y su uso terapéutico

se describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU n.° 5.208.020 y 5.416.064, y en la Patente Europea 0 425 235
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Bl, y los descubrimientos de las mismas se incorporan expresamente a la presente memoria descriptiva a medo de
referencia. Liu es al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) describe los inmuncceonjugados que
cmﬁprenden un maitansinoide denominado DM enlazado al anticuerpe monoeclonal C242 dirigido contra el
cancer colorrectal humano. Se descubrié que el conjugado era altamente citoloxico para las células del cancer de
colon en cultivo y demostrd actividad antineoplasica en ensayos de crecimiento tumoral in vh.fo. Chari el al.,
Cancer Research 52:127-131 (1992) describen inmunoconjugados en los que un maitansinoide se conjugaba por
medio de un enlazade de disulfuro al anticuerpo murine A7 que se une a un antigeno en las lineas celulares de
cancer de colon humanas,. 0 a otro anticuerpo monoclonal murino TA.1 que se une al oncogen HER-2/neu. La
citotoxicidad dei conjugado TA.!l-maitansinoide se probé in vitro en la linea celular de cancer de mama SK-BR-3,
que expresa 3 X 10° antigenos de s.u,perﬁcie HER-2 por célula. El conjugado de farmaco consigui6 un allo grado
de citotoxicidad similar al faArmaco maitansinoide libre, que podria ser mayor si se aumentase el nimero de
moléculas maitansinoides por cada molécula de anticuerpo. El conjugado A7-maitansinoide mostré una
citotoxicidad sistémica baja en ratones.

Los conjugados de anticuerpo-maitansinoide se preparan mediante enlace quimico de un anticuerpo a una
molécula de maitansinoide sin hacer que disminuya significativamente la actividad biolégica de ambos elementos
del conjugado. Véase; por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 5.208.020 (cuyos descubrimientos se incorporan
expresamente a la presente memoria descriptiva a modo de referencia). Una media de 3-4 moléculas
maitansinoides conjugadas por anticuerpo ha mostrado eficacia en la mejora de la citotoxicidad de las células
diana sin afectar negativamente a la funcién o solubilidad del anticuerpo, a pesar de que podria esperarse que
incluse una molécula toxina/anticuerpo mejore la citotoxicidad en relacion con el uso del anticuerpo desnudo. Los
maitansinoides son muy conocidos en la materia y pueden sintetizarse mediante técnicas conocidas o aislarse de
fuentes naturales. En la patente de EE.UU. n.° 5.2(?8‘02(') y en otras patentes y publicaciones no patentadas a las
que anteriormente se ha hecho referencia, por ejemplo, se describen maitansinoides adecuados. Los
maitansinoides preferidos son el maitansinol y andlogos modificados de! maitansinol, en el anillo aromatico o en
otras posiciones de la molécula de maitansinol, como distintos ésteres del maitansinol.

Se conocen muchos grupos de enlace en la materia para producir conjugados anticuerpo-maitansinoide,
incluidos, por ejemplo, los revelados en la Patente de Estados Unidos n.° 5.208.020 o en la Patente Europea 0 425
235 B1, y Chari et /., Cancer Research 52:127-131 (1992), y la Solicitud de patente EE.UU, n.° 10/960.602,
presentada el 8 de oct. 2004, (cuyos descubrimientos se incorporan expresamente en la presente memoria
descriptiva a modo de referencia). Los conjugados anticuerpo-maitansinoide que incluyen el componente
enlazador SMCC pueden prepararse se la manera que se describe en la Solicitud de Patente de EE.UU n.°
10/960.602, presentada el 8 de octubre de 2004. Los grupos enlazantes incluyen grupos disulfuro, grupos lioéter,
grupos labiles al 4cido, grupos fotoldbiles, grupos labiles a la peptidasa o grupos l4biles a |a estearasa, como se
revela en fas patentes anteriormente identificadas, y se preficren grupos de disulfuro y tioéter. En la presente
memoria descriptiva se dan ejemplos y se describen grupos enlazantes adicionales.

Leos conjugados del anticuerpo y el maitansinoide se pueden realizar utilizando una variedad de agentcs

de unién a proteina bifuncionales, como por ejemplo N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionata (SPDP),
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‘succinim‘idil-4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1t-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (como el dimetiladipimidato HCI), ésteres activos (por ejemplo, disuccimmidil
suberato), aldehidos (por ejemplo, giutaraldehidos), compuestos bis-azido (como bis {p-azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de bis-diazenio (como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenodiamina), diisocianalos (por
ejemplo, 2,6-diisocianato de tolueng), y compuestos bis;acfivos de fluoruro (como 1,5-difluoruro-2,4-
dinitrobenceno). Los agentes de unién que se prefieren sobre todo son N-sucinimidil-3-(2-piridilditio) propionato
(SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J. 173:723-737 [1978]) y N-sucinimidil-4-(2-piridilditio)pentancato (SPP) para
proporcionar un enlace de disulfuro. ‘ '

El enlazador se puede unir a la molécula de maijtansinoide en varias posiciones, dependiendo del tipo de
enlace. Por ejemplo, un enlace con éster se puede formar mediante reaccion con un grﬁpo hidroxilo que utilice
técnicas de union convencionales. La reaccién puede producirse en ia posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo,
la posicion C-14 modificada con hidroximetilo, la posicion C-15 modificada con un grupe hidroxilo y la posicién
C-20 que tiene un grupo hidroxilo. En una forma de realizacion preferente, el enlace se forima en la posicion 3 del
maitansino! o un analogo del maitansino!.

il. Auristatinas y dolastatinas

En algunas formas de realizacién, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo conjugado con
dolastatinas o andlogos peptidicos a la dolastatina y derivados, las auristatinas (patentes de EE.UU. n.° 5635483;
5780588). Se ha establecido que las dolastatinas y las auristatinas interfieren con la dinamica de microtabules, la
hidrolisis GTP, y la division nuclear y celular (Woyke er al,, (2001) Antimicrob. Agents and Chemother.
45(12):3580-3584) y tienen actividad antineoplasica (U.S. 5663149) y antifungica (Pettit e a/l., (1998)
Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965). La porcion del farmaco auristatina o dolastatina puede estar
unida al anticuerpo a traves de los extremos terminales N (amino) ¢ C (carboxil) de la porcion peptidica del
farmaco (documento WO 02/088172).

Entre los ejemplos de formas de realizacion de auristatina se incluyen las porciones DE y DF enlazadas a
monometilauristatina por el extremo terminal N, como se revela en "Monomethylvaline Compounds Capable of
Conjugation to Ligands”, EE.UU n.° de ser. 10/983.340, presentada el 5 de noviembre de 2004, cuyo contenido se
incolrpora expresamente en su totalidad a modo de referencia.

Par lo general, las porciones de farmacos basadas en péptidos pueden prepararse formando un enlace
peptidico entre uno o mas aminodcidos y/o fragmentos de péptidos. Estos enlaces peptidicos pueden prepararse,
por ejemplo, de acuerdo con el método de sintesis de fase liquida (véase E. Schroder y K. Liibke, "The Peptides",
volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press) que es bien conocido en el campo de la quimica de péptidos. Las
porciones de farmacos auristatina/dolastatina pueden prepararse de acuerdo con los métodos siguientes: EE.UU.
5635483; EE.UU. 3780588, Pettit ef al., (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:5463-5465; Petlit ef al., (1998) Anti-
cancer Drug Design 13:243-277; Pettit, G.R, ef al., Synthesis, 1996, 719-725; y Pettit ef af., (1996) J. Chem. Soc.
Perkin Trans. | 5:859-863. Véase lambién Doronina (2003} Nat Biotechnol 21(7):778-784; "Monoinethyivaline
Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, EE.UU. n.° de ser. 10/983.340, presentada ¢l 5 de noviembre de

2004, incorporados en la presente memoria descriptiva a modo de referencia en su totalidad (que revela, por
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gjemplo, enlazadores y métodos de preparacion de compuestos de monometilvalina tales como conjugados
MMAE/MMAF a enlazadores). '

i, Caliqueamicina.

En otras formas de realizacidn, e! immunocenjugado comprende un anticuerpo conjugado con una o mas
moléculas de calicheamicina. La familia de antibidticos de la calicheamicina es cabpaz de producir la ruptura del
ADN de hebra doble en concentraciones por debajo de picomolar. Para la preparacion de conjugados de la familia
de la caliqueamicina, véanse las patentes de EE.UU. n.°5.712.374, 5.714.586, 5.739.1 16, 5.767.285, 5.770.701,
5.770.710, 5.773.001 y 5.877.296 (todas para American Cyanamid Company). Entre los andlogos estruclurales de

~ la calicheamicina que se pueden utilizar se incluyen y11i, a21, a31, N-acetil-yt1, PSAG y 011 (Hinman et a/., Cancer

Research 53:3336-3342 (1993), Lode et al., Cancer Research 58:2925-2928 (1998) y las Patentes de EE.UU.
anteriormente mencionadas para American Cyanamid). Otro fAirmaco antitumoral al que es posible conjugar el
anticuerpo es QFA, que es un antifolato. Tanto la caliqueamicina como el QFA tienen sitios intracelulares de
accién y no atraviesan facilmente Ja membrana plasmatica. Por ello, la absorcion celular de estos agentes a través
de la miernalizacion mediada por el anticuerpo polencia enormemente sus efectos citotéxicos.

iv. Otros agenteé citotdxicos

Otros agentes antitumorales que se pueden conjugar con los anticuerpos incluyen BCNU, estreptozoicina,
vincristina y 5-fluorouracilo, la familia de agentes conocidos colectivamente como complejo 1LL-E33288 descrito
en las patentes de EE.UU. n.° 5.053.394, 5.770.710, asi coino las esperamicinas (ﬁatente de EE.UU. n.°
5.877.296).

Las toxinas enzimdticamente activas y los fragmentos de las mismas que se pueden utilizar incluyen
cadena de difteria A, fragmentos activos sin unién de la toxina de la difieria, cadena de exotoxina A {(de
Pseudomonas aeruginosa), cadena de ricina A, cadena de abrina A, cadena de modecina A, alfa-sarcina, proteinas
de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de
la Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de la Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina y el tricotecenos. Véase, por ejemplo, el documento WQ 93/21232 pubticado el 28 de
octubre de 1993, .

Esta invencién también contempla un inmunoconjugado formado entre un anticuerpo y un compuesto con
actividad nucleolitica (por ejemplo, una ribonucleasa o una endonucleasa de ADN como por gjemplo la
desoxirribonucleasa; ADNasa).

Para la destruccidn selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo altamente radioactivo.
Se dispone de una variedad de isétopos radiactivos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Entre los
ejemplos se incluye A2, 11 11'25, v, Re'® Re'™ Sm'*, Bi**, P, Pb?'? ¢ isétopos radiactives de Lu. Cuando
el conjugado se utiliza para la deteccién, puede comprender un tomo radioactivo para gammagrafia, por ejemplo
tc99m o 1123, un marcador giratorio para resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como
diagnostico por imdgenes obtenidas mediante resonancia imagnética), como yodo-123 nuevamente, yodo-131,

indio-111, fluorina-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigenc-17, gadolinio, manganeso o hierro.
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Pueden incorporarse marcadores radiactivas o de otro tipo al conjugado utilizando las formas conocidas.
Par ejemplo, el péptido se puede biosintetizar o sintetizar mediante sintesis quimica de aminoacidos utilizando
precursores adecuados de aminodcidos que contengan, por gjemplo, fluorina-19 en vez de hidrogeno. Etiquetas
como 17 o 1'®) Re'* Re'® ¢ In'!! se pueden unir a través de un residuo de cisteina en cl péptido. El itrio-90
puede unirse a través de un residuo de lisina. El iﬁétodo TODOGEN (Fraker et ol. (1978) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 80: 49-57) se puede utilizar para incorporar yodo-123, "Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy" (Chatal, CRC Press 1989) describe otros métodos detalladamente.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citotdxico se pueden realizar utilizando una variedad de
agentes de uni6n a proteina bifuncionales como por ejemplo N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP),
succinimidil-4-(N-maleimidemetil) ciclohexano-1-carboxiiato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (como el dimetiladipimidato HCI), ésteres activos (por gjemplo, disuccinimidil
suberato), aldehidos (por ejemplo, glutaraklehidos), compuestos bis-azido (éomo bis (p-azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenodiamina), diisocianatos (por
ejemplo, 2,6-diisocianato de tolueno), y compuestos bis-activos de fluoruro {comeo I,S;diﬂuor'uro-2,4~
dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina se puede preparar tal y como se describe en Vitetta er
al., Science, 238:1098 (1987). El acido triaminopentaacético 1-isotiocianatobencil-3-metildietileno marcado con
carbono 14 (MX-DTPA) es un gjemplo de agente quelante para la conjugacién de un radionucledtido a un
anticuerpo. Consultar el documgnto W094/11026. El enlazador puede ser un "enlazador escindible” que facilita la
liberacidn de la droga citotoxica en la célula. Por ejemplo, puede utilizarse un enlazador dcido labil, un enlazador
sensible a la peptidasa, un enilazador fotolabil, un enlazador de dimetilo o un enlazador que contenga disulfuro
(Chari e/ al., Cancer Research 52:127131 (1992); patente de EE.UU. n.° 5.208.020).

Los compuestos cantemplan expresamente el ADC preparado con reacti\{ps reticulares: BMPS. EMCS,
GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS,
sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC y sulfo-SMPB y SVSB (sucinimidil-(4-vinilsul fona)benzoato)
que se comercializan (por ejemplo, por Pierce Biotechnology, Inc., Rocklord, IL., EE.UU). Véanse las paginas
467-498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog. .

v. Preparacién de conjugados de anticuerpos con farmacos

En los conjugados de anticuerpos con farmacos (ADC), un anticuerpo (Ab) se conjuga con una o mas
porciones de un farmaco (D), por ejemplo, de | a 20 porciones de farmaco aproximadamente, por anticuerpo, a
través de un enlazador (L). Los ADC de la formula I se pueden preparar por varios medios, empleando reacciones

quimicas organicas, condiciones y reactivos conocidos por los expertos, como: (1) una reaccién de un grupo

" nucleofllico de un anticuerpo con un agente enlazador bivalente, para formar un Ab-L, mediante una unién

bivalente, seguida de la reaccién con una fraccion del farmaco D; y (2) una reaccion de un grupo nucleofilico de
una fraccion del farmaco con un reactivo enlazador bivalente, para formar D-L, mediante un enlace covalente,

seguido de fa reaccién con el grupo nucleofilico del anticuerpo. En la presente memoria descriptiva, se deseriben

los métodos adicionales para la preparacion del ADC.

Ac~(L-D), |
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El enlazador puede estar formado por uno o mds componentes enlazadores. Los componentes de enlace
ejemplares incluyen: 6-maleimidocaproile ("MC™"), maleimidopropancilo ("MP"), valina-citrulina ("val-cit"),
alanina-fenilalanina ("ala-fe"), p-aminobensiloxicarbonii ("PAB"), N-Succinimidil 4-(2-piridiltio) pentanoato
("SPP"), N-Succinimidil 4-(N-maleimidometi!) ciclohexano-1 carboxilato (“SMCC”), y N-Succinimidil (4-yodo-
acetit) aminobenzoato ("SIAB"). Los componentes enlazadores adicionales son conocidos en la maleria y algunos
se describen en la presente memoria descriptiva. Véase también "Monomethylvaline Compounds Capable of
Conjugation to Ligands", EE.UU. n.® de serie 10/983.340, presentada el 5 de noviembre de 2004, cuyo contenido
estd incorporado integramente en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

En ciertas formas de realizacion, el enlazador puede comprender residuos de aminodcidos. Los
componentes enlazadores ejemplares de aminoacidos incluyen un dipéptido, un tripéptido, un tetrapéptido o un
pentapéptido. Los dipéptidos ejemplares incluyen: valina-citrulina (ve o vai-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-fe).
Los tripéptidos ejemplares incluyen: glicina—vélina-citrulina (gli-val-cit) y glicina-glicina-glicina (gli-gli-gli). Los
residuos de aminoacidos que comprenden un componente enlazador de aminoacidos incluyen aquellos que se
producen de forma natural, tales como los aminoacidos menores y os anz’ﬂogos-de aminoacidos que no se
producen de forma natural, como la citrulina. Los componentes enlazadores pueden designarse y optimizarse en
su selectividad para la escisién mediante una enzima especifica, por ejemplo, una proteasa asociada a un tumor,
catepsina B, C y D, o una proteasa plasmina. '

Los grupos nucleofilicos en los anticuerpos incluyen, aunque sin Himitarse a elios: (i) grupos amino N-
terminal, (ii) grupos amino de la cadena lateral, por ejempio lisina, (iii) grupos tiol de la cadena lateral, por
ejemplo cisteina, y (iv) grupos amino o hidroxilo de aziicares donde el anticuerpo es glicosilado. Los grupos
amino, tiol e hidroxilo son nucleofilicos y son capaces de reaccionar para formar uniones covalentes con grupos
electrofilicos en las porciones del enlazador y los reactivos enlazadores, que incluyen: (i) ésteres activos comao los
ésteres NHS, los ésteres HOBt, haloformos y haluro de acido; (i1) haluros de alquilo y bencilo como las
haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, carboxilo y grupos maleimidos. Ciertos anticuerpos contienen bisulfuros
de intercadena reducible, es decir, puentes de cisleina, Los anticuerpos pueden convertirse en reactivos mediante
conjugacion con reactivos enlazadores mediante el tratamiento con un agente reductor como el DTT (diti'otreitol)
Por lo tanto, cada puente de cisteina formard, en teoria, dos nucleofilos tiol reactivos. Los grupos nucleofilicos
adicionales pueden introducirse en los anticuerpos a través de la reaccion de las lisinas con 2-iminotiolano
(reactivo de Traut), lo que da lugar a la conversidén de una amina en un tiol. Los grupos tiol reactivos pueden ser
introducidos en un anticuerpo (o un fragmento del mismo) mediante la introduccién de uno, dos, tres, cualro o mds
residuos de cisteina (por ejemplo preparandoe anticuerpos mutantes que comprendan uno o més residuos de
aminodcidos de cisteinas no nativas).

Los conjugadas de anticuerpos con fAirmacos también pueden producirse mediante la modificacién del
anticuerpo para introducir porciones electrofilicas, las cuales pucden reaccionar con sustituyentes nucleofilicos en
el reactivo enlazador o el farmaco. Las azicares de los anticuerpos glicosilados pueden oxidarse, por ejemplo con
reactivos oxidantes de periodato, a fin de formar grupos cetonas o aidehidos, los cuales pueden reaccionar con el

grupo amina de los reactivos enlazadores o las fracciones del farmaco. Los grupos resultantes de amina base de
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Schiff pueden formar un enlace estable, o pueden reducirse, por ejemplo mediante los reactivos de hidruro de boro
para formar enlaces amina estables. En una forma de realizacion, la reaccion de la porcion carbohidratada de un
anticuerpo glicosilado, ya sea con galactosa oxidasa o con metaperiodato de sodio, puede producir grupos de
carbonilo (aldehidos y cetonas) en la proteina que pueden reaccionar con los grupos apropiados en el farmaco
(técnicas de bioconjugado de Hermanson). En otra forma de realizacion, las proieinas que contienen residuos de
serina o treonina N-terminal pueden reaccionar con metaperiodato de sodio, lo que da lugar a la produccién de un
aldehido en Tugar del primer aminoécido (Geoghegan & Stroh, (1992) Bioconjugados Quimicos 3:138-146; US
5362852). Puede hacerse que este aldehido reaccionc con un fragmento de farmaco o un nuclesfilo enlazador.

Del mismo modo, los grupos nucleofilicos en una fraccion del farmaco incluyen los siguientes
compuestos: los grupos amino, tiol, hidroxilo, hidracida, oxima, hidracina, tiosemicarbazona, carboxilato de
hidracina y aril-hidracida, capaces de reaccionar para formar enlaces covalentes con ‘grupos electrofilicos en las
fracciones enlazadoras y reactivos enlazadores, que incluyen: (i) ésteres activos como los ésteres NHS, los ésteres
HOB1, haloformos y halure de 4cido; (ii) haluros de alquilo y bencilo como las haloacetamidas; (iti) aldehidos,
cetonas, carboxilo y grupos maleimidos.

Alternativamente, es posible realizar una fusion de proteinas que contengan el anticuerpo y el agente
citotoxico, por ejemplo mediante técnicas recombinantes o sintesis de péptidos. La longitud del ADN puede
incluir regiones respectivas que codifiquen tas dos porciones del conjugado, ya sea adyacentes entre si 0 separados
por una region gue codifica un péptido de enlace, el cual no desiruye las propiedades deseadas del conjugado,

En otra forma de realizacion, el anticuerpo puede conjugarse con un "receplor" (como la estreptavidina) y
actuar previamente conira el tumor, donde se administra al paciente el conjugado receptor de! anticuerpo, luego, se
elimina de la circulacion el conjugado no unido, utilizando un agente de elin1inaci6n, y posteriormente se
administra un "ligando” (por ejemplo, la avidina) que se conjuga con un agente citotéxico (por ejemplo. un
radionucledtido).

Modificaciones covalentes en polipéptidos de DLL4

En el ambito de esta invencién se incluyen modificaciones covalentes de antagonistas o agonistas
polipeptidicos {por ejemplo, un fragmento de antagonistas polipeptidicos, una molécula de fusion con DLL4 (por
gjemplo, una inmunoadhesina de DLLA4), un anticuerpo anti-DLL4). Dichas modificaciones pueden ser sintesis
quimicas o una escisién enzimatica o quimica del polipéptido, de ser aplicable. Otros tipos de modificaciones
covalentes del polipéptido se insertan en la molécula mediante residuos de aminodcidos reactivos dirigidos del
polipéptido con un agente derivatizante organico capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los
residuos de los terminales N o C, o mediante la incorporacion de un aminodcido modificado o no natural en la
cadena en crecimiento del polipéptido. Véase, por ejemplo, Ellman et a/., Meth. Enzym, 202:301-336 (1991);
Noren el al., Science 244:182 (1989); y publicaciones de solicitud de patentes de Estados Unidos 20030108885 y
20030082575.

Los residuos cisteinilos reaccicnan generalmente con haloacetatos-o (y las aminas correspondientes),
tales como acido claroacutico o cloroacetamidﬁ, para producir derivados de carboximetil o carboxiamidometil.

Los residuos cisteinilos también se derivan mediante reacciones con bromotrifluoroacetona, a-bromo-f3-(5-
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imidozoil) acido propi6nico, fosfato cloreacetilo, N-alquilmaleimidas, 3-nitro-2-piridil disulfuro, metil 2-piridil
disulfuro, p-cloromercuribenzoato, 2-cloromercuri-4-nitrofenol o cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol.

Los residuos histidilos se derivan mediante reaccion con dietilpirocarbonato con pH 5,5-7,0 porque este
agente es relativamente especifico para la cadena lateral de histidilos. El bromuro para-bromofenacil también es
atil y la reaccion se lleva a cabo generalmente en cacodilato de sodic 0,1 M con pH 6,0.

Los residuos lisinilos y de amino terminales reaccionan con anhidridos succinicos u otros anhidridos de
dcido carboxilico. La derivatizacién con estos agentes tiene el efecto de inverlir la carga de los residuos lisinilos.
Otros reactivos para la'derivatizacion de residuos que contengan a-amino inciuye.n imidoésteres tales como metil
picolinimidato, fosfato de piroxidal, piroxidal, cloroborohidrido, dcido wrinitrobenzenosuifénico, O-metifisourea,
2,4-pentanodiona y reaccion catalizada por transaminasa con glioxilato.

Los residuos arginilos se modifican mediante reaccién con uno ¢ mas reactivos convencionales, entre los
que se encuentran fenilglioxal, 2,3-butanediona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatizacién de residuos
de arginina requiere que Ia reaccion se lleve a cabo en condiciones alcalinas debido al alto pK, del grupo funcional
de guanidina. Ademds, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina, asf como también con los
grupos amino epsilon de arginina.

La modificacién especifica de los residuos tirosilos puede realizarse con un interés especial en la
insercién de etiquetas espectrales en dichos residuos mediante la reaccion con compuestos aromaticos de diazonio
o tefranitrometano. Generaimente, se utilizan N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar especies dc tirosilos

125, 131,
o 7 1para

O-acetilos y derivados de 3-nitro, respectivamente. Los residuos tirosilos se yodan utilizando
preparar proteinas marcadas para utilizarlas en radicinmunoensayos.

Los grupos laterales carboxilos (aspartil o glutamil) se modifican selectivamente mediante reaccion con
carbodiimidas (R-N=C=N-R’), en las que R y R’ son diferentes grupos alquilos, tales como 1-ciclohexil-3-(2-
morfolinil-4-etil) carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-dimetilpentil) carbodiimida. Ademas, los residuos
aspartilos y glutamilos se convierten en residuos asparaginilos y glutaminilos mediante reaccion con iones de
amonio.

Los residuos glutaminilos y asparaginilos se desamidan frecuentemente a los residuos glutamilos y
aspartilos corresp01ldiellte§, respectivamente. Estos residuos se desamidan en condiciones neutrales o basicas. lLa
forma desamidada de estos residuos se encuentra dentro del campo de la presente invencion. ’

© Ouwas modificactones incluyen hidroxilacién de prolina y lisina, fosforilacion de grupos hidroxilos de
residues serilos y 'treonilos, metilacion de grupos a-amino de lisina, arginina y cadenas laterales de histidina (T.E.
Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983)),
acetilacion de amino N-terminal y amidacion de cualquier grupo carboxilo C-terminal.

Otro tipo de modificacién covalente implica el apareamiento quimico o enzimatico de glicosidas a un
polipéptido de la invencion. Estos procedimientos tienen la ventaja de que no requieren la produccion del
polipéptido en una célula huésped que tenga capacidades de glicosilacién para glicosilacion unida por enlace Q o

N. Dependiendo del modo de apareamiento utilizado, el azicar o los azicares pueden unirse a (a) arginina e

histidina, (b) grupos carboxilos libres, (¢) grupos sulfidrilos libres, tales como los de la cisteina, (d) grupos
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hidroxilos libres, tales como los de la serina, treonina o hidroxiprolina, (e) residuos aromaticos, tales como los de
la fenilalanina, tirosina o triptéfano o (f) el grupo amida de la glutamina. Estos métodos se describen en el
documentc WO 87/05330, publicado el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev.
Biochem., pp. 259-306 (1981).

La eliminacion de cualquier porcién de carbohidratos presente en un polipéptido de la invencion deberd
realizarse quimica o €nzimaticamente. La deglicosilacién quimica requiere la exposicion del polipéptido al
compuesto de 4cido triflurometanosuifénico u otro compuesto equivalente. Este tratamiento resulta en la escision
de casi todos o todos los azicares, excepto ¢l azicar de union (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina),
mientras que el polipéptido permanece intacto. La deglicosilacion quimica se describe en Hakimuddin ef al.,
Arch. Biochem. Biophys. 259:52 (1987) y en Edge et al., Anal. Bioéhem., L18:131 (1981). La escision enzimatica
de porciones de carbohidratos, como por ejemplo, en anticuerpos, puede llevarse a cabo mediante el uso de
diversas endo- y exo-glicosidasas, tal cono se describe en Thotakura er af., Meth. Enzymol. 138:350 (1987).

Otra tipo de modificacion covalente de un polipéptido de la invencion comprénde la union del
polipéptido a uno de diversos polimeros no proteindceos, como por ejemplo, po!iétilenglicol, polipropilenglicol o
polioxialquilenos, tal como se establece en la patentes de Estados Unidos n.” 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144;
4.670.417;4.791.192 6 4.179.337.

Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo Se preparan para su conservacion

mediante la mezcla de anticuerpos con el grado deseado de pureza con moléculas vehiculo, excipientes o

estabilizantes opcionales fisiologicamente aceptables (Remington: The Science and Practice of Pharmacy 20th

- edition (2000)), en forma de soluciones acuosas, liofilizadas u otras formulaciones liofilizadas. Los vehiculos,

excipientes, o estabilizadores aceptables no son tdxicos para los receptores en todas las dosis y concentraciones
empleadas, e incluyen soluciones tamponadas tales como fosfato, citrato, histidina y otros 4cidos organicos;

antioxidantes que incluyen dcido ascorbico y metionina; conservantes (como por ejemplo, cloruro amonio de

octadecildimetilbencilo; cloruro de hexametonio; clorure de benzalconio, cloruro de benzetonio; alcoho) bencilo, .

fenol o butilo benzil alcohol; alquil parabefw como el melai o propel parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol;
3-pentanol; y m-cresol); bajo peso molecular (menos de 10 residuos) polipéptidos; proleinas, como cera albtmina,
gelatina, o inmunogiobulinas; polimetros hidroilicos ¢omo la polivinilpirrolidone; él}]illoécidos como glicerina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen
glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes como la EDTA; aziicares como sucrosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contra-iones de formacién salina como el sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos Zn-
proteina), y/o tensoactivos no surfactantes como TWEEN™, PLURONICS™ ¢ polietilenglicol (PEG).

La formulacion de la presente memoria descriptiva también contiene mas de un compuesto activo tal y

como sea necesario para la indicacion particular que se esta tratando, preferentemente aquellas con actividades

complementarias que no se afectan de manera adversa entre si. Dichas moléculas estan presentes en combinacion

en cantidades que sean eficaces para ¢l fin que se pretende.
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Los principios activos también se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por gjemplo, mediante
lécnicas de coacervacion o polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetileelulosa o microcapsulas de
gelatina y poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de firmacos coloidales (por
gjempio, lipos;)mas, microesferas de alblimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o ¢n
macroemulsiones. Estas técnicas se divulgan en Remington: The Science and Practice of Pharmacy 20th edition
(2000).

Las formulaciones para administrar in vivo deben ser estériles. Esto se logra mediante la filtracion a
través de membranas de -ﬁltracién estériles.

Se pueden claborar preparaciones de liberacion controlada. Ejemplos adecuados de preparaciones de

. liberacion controlada incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos séiidos que contienen el

anticuerpo, cuyas matrices estan en forma de articuios moldeados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas.
Ejemplos de matrices de liberacion controlada incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli-(2-hidroxietil-
metacrilato), o poli-(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de EE.UU. n.* 3.773,919), copolimeros de acido L.-
glutamico y y etil-L-glutamato, acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros degradables de acido glicélico-
acido lactico como polr ejemplo LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimeros de
acido glicdlico-acido lactico y acetato de leuprolida), y dcido peli-D-(-)-3-hidr&ibutirico. Mientras que los
polimeros como el acetato de etilénvinilq y el acido glicélico-acido lactico permiten la liberacion de moléculas por
un perfodo de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempe menores. Cuando las
inmunoglobulinas encapsuladas permanecen en el organismo por un largo periodo de ticmpe, pueden
desnaturalizarse o agregarse como resultado de la exposicion a humedad a 37 °C, lo que ocasiona una pérdida dela
actividad biologica y posibles cambios en la inmunogenicidad. Es posible concebir estrategias racionales para su
estabilizacién dependiendo del mecanismo que intervenga. Por gjemplo, si se descubre que el mecanismo de
agregacion es de formacion de uniones intermoleculares S-S mediante el intercambio tio-disulfuro, se puede lograr
la estabilizacidn mediantevla modificacion de los residuos sulfhidrilos, liofilizande soluciones acidas, controlando
la humedad, utilizando aditivos adecuados y desarrollando composiciones de matrices de polimeros especificas.
También se contempla que un agente 1til en la invencion se pueda introducir en un sujeto mediante
terapia génica. La terapia génica hace referencia a la terapia que se lleva a cabo mediante la administracion de un
acido nucleico a un sujeto. En las aplicaciones de terapia génica, los genes se introducen en las células con el fin
de obtener la sintesis in vivo de un productlo genético terapéuticamente eficaz para el reemplazo de un gen
defectuoso, por ejemiplo. La "terapia génica” comprende tanto la terapia génica convencional, en la que se obtiene
un efecto duradero mediante un unico tratamiento, y la administracidon de agentes génicos terapéuticos, que
involucran la administracién tnica o reiterada de ADN o ARNm terapéuticamente eficaces. Los ADN y ARN
antisentido pueden uvtilizarse como agentes terapéuticos para bloquear la expresion de ciertos genes i1 vivo.
Véase, por ejemplo, ARNsi-DLL4, descrito en los Ejemplos. Ya se ha demostrado que los oligonucléotidos
antisentido cortos pueden importarse hacia las células en las que actiian como inhibidores, a pesar de contar con
concentraciones intracelulares bajas a causa de la absorcion restringida de la membrana celular, (Zamecnik ef al.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:4143-4146 (1986)). Es posible modificar los oligonuciéotidos para aumentar su
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absorcién, por gjemplo, sustituyendo los grupos de fosfodigster cargados negativamente por grupos no cargados.
Para obtener revisiones generales de los métodos de terapia génica, véase, por ejemplo, Goldspiel er al., Clinical
Pharmacy 12:488-505 (1993); Wu y Wu Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.
32:573-596 (1993); Mulligan Science 260:926-932 (1993); Morgan y Anderson Ann. Rev. Biochem. 62:191-217
(1993), y May TIBTECH 11:155-215 (1993). Los métodos habitualmente conocidos en la tecnologia del ADN
recombinante que son de utilidad se describen en Ausubel ¢f al., eds. (1993} Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, NY; y Kriegler (1990) Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual,
Stockton Press, NY.

Dosificacion y administracion

Las moléculas se adminisiran a un paciente humano de acuerdo con los procedimientos canocidos, como
por ejemplo la administracion intravenosa como un bolo o una infusién continua durante un periodo de tiempo,
mediante vias intramusculares, intraperitoneales, cefalorraquideas, subcutdneas, intraarticulares, inlrasinqviulcs,
intratecales, orales, topicas o por inhalacién.

En algunas formas de realizacion, el tratamiento de la invencién supone la adiministracién combinada de
un antagonista de DLL4 y de uno o més agentes antineoplasicos, por gjemplo, agentes antiangiogénicos. En una
forma de realizacion estan presentes agentes antineoplasicos adicionales, por ejemplo, uno o mas agentes
antiangiogénicos diferenteé, uno o Mas agentes quimioterdpicos, etc. La invencién .también contempla la
administracion de inhibicores multiples, por ejemplo, anticuierpos multiples para el mismo antigeno o anticuerpos
miltiples para diferentes moléculas activas del cancer. En una forma de realizacién se administrd un cactel de
diferentes agentes quimioterapéuticos con el antagonista de DLL4 y/o uno mds agentes antiangiogénicos. La
administracién‘qombinada incluye la coadministracion, usando formulaciones separadas o una formulacion
farmacéutica tinica y/o la administracion consecutiva en cualquier orden. Por ¢jemplo, un antagonista de DLLA4
puede preceder, seguir o alternarse con la administracion de los agentes antineopldsicos o puede administrarse
simullaneamente con ellos. En una forma de realizacion, existe un periodo en el cual ambos (o todos) los agentes
activos ejercen simultaneamente sus actividades bioldgicas.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosis adecuada del antagonista de DLL4 dependera
del tipo de enfermedad que debe tratarse, tal y como se define anteriormente, la gravedad y evolucién de la
enfermedad, si el inhibidor se adminisira para fines preventivos o terapéuticos, el tratamienio anterior, ia historia
clinica del paciente y la respuesta al inhibidor, y el criterio del médico que trata al paciente. El inhibidor se
administra adecuadamente al paciente una vez o en una serie de tratamientos. En un tratamiento combinado, las
composiciones de la invencion se administran en una cantidad terapéuticamente eficaz o sinérgica. Como se usa
en la presente memoria, una cantidad terapéuticainente cficaz es la que consigue que la administracion de una
composicion de la invencion y/o la coadministracién de un antagonista de DLL4 y de uno o mds agentes
terapéuticos dé como resultado Ja reduccion o inhibicion de la enfermedad o proceso contra el que se estd
actuando. El efecto de la administracién de una combinacion de agentes puede ser aditivo. En una forma de
realizacion, el resultado de la administracion es un efecto sinérgico. Una cantidad terapéuticamente sinérgica es la

cantidad de antagonista de DLL4 y de uno o més agentes terapéuticos., por ejemplo, un inhibidor de la
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una enfermedad determinada. - .

Dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, una dosis inicial candidata para la administracion
en un paciente es de aproximadamente 1 ug/kg a 50 mg/kg (por ejemplo, 0,1-20mg/kg) de antagonista de DLLY o
de un inhibider de la angiogénesis, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas dosis administradas por separado o
mediante infusidn continua. Una dosis diaria tipica podria oscilar entre aproximadamente | pug/kg vy 100 mg/kg o
més, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias
0 mas, dependiéndo de la enfermedad, el tratamiento se mantiene hasta que se produzca la supresion deseada de
los sintomas de la misma. No obstante, también pueden ser Gtiles otras pautas posoldgicas. Generalmenie, el
médico administrard una o mas moléculas hasta obtener una dosis que proporcione ¢l efecto biologico requerido. -
El progreso del tratamiento de la invencion se contrela facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.

Por ejemplo, la preparacién y programacion de las dosis para los inhibidores de la angiogénesis, por
gjemplo, anticuerpos anti-VEGF, como AVASTIN® (Genentech), pueden realizarse de acuerdo con las
instrucciones del fabricante o seglin lo determinado empiricamente par el médico cualificado. En otro ejemplo, la
preparacién y programacion de las dosis para dichos agentes quimioterapéuticos puede realizarse de acuerdo con
las instrucciones del fabricante o tal y como lo determine empiricamente el médico cualificade. La preparacion y
la pauta posol6gica de los ciclos de quimioterapia se describen también en Chemotherapy Sevvice, Ed., M.C.
Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992).

Eficacia del tratamiento

La eficacia del tratamiento de la invencién puede medirse mediante diversos puntos de valoracion
comunmente usados en la evaluacién de los trastornos neopldsicos o no neoplasicos. Por ejemplo, los tratamientos
contra el cancer pueden evaluarse mediante, por ejemplo, aunque sin limitarse a eilo, la regresion del tumor, la
reduccidn del peso o el tamarfio del tumor, el tiempo de progresion, ta duracion de supervivencia, la supervivencia
sin progresion, la duractdn de respuesta y la calidad de vida. Puesto que los ageates antiangiogénicos aqui
descritos tienen como objetivo la vasculatura del tumor y no necesariamente las células neopidsicas mismas,
representan una clase Onica de farmacos contra el cancer y por lo tanto pueden requerir mediciones y definiciones
tinicas de las respuestas clinicas a los farmacos. Por ¢jemplo, una reduccién del tumor superior al 50% en un
andlisis bidimensional es el limite estandar para proclamar una respuesta. Sin embargo. los inhibidores pueden
provocar inhibicion de la exlension metastasica sin reduccion del tumor original, o simplemente pueden tener un
efecto tumorestéatico. Por lo tanto, pueden emplearse distintos procedimientos para determinar la eficacia de la
lerapia, entre los que se incluyen a modo de ejemplo, la medicion del plasma o de los marcadores urinarios de fa
angiogénesis y la medicidn de la respuesta a través de imagenes radioldgicas.

Los siguientes Ejemplos se ofrecen tiinicamente con fines ilustrativos ¥ de ningin modo se proponen
limitar el alcance de la presente invencion.

El contenido de todas las patentes y documentos cientificos citados en la presente memoria descriptiva

quedan expresamente incorporados en la misma en su integridad a modo de referencia.
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Los reactivos disponibles comercialimente mencionados en los Ejemplos se utilizan de acuerdo con las

EJEMPLOS

instrucciones del fabricante, a menos que se indique lo cantrario. La fuente de estas células identificadas en los
Ejemplos siguientes y en toda la especificacién, mediante los ndmeros de entrada ATCC® es American Type
Culture Collection, Manassas, VA 20108. Las referencias citadas en los Ejemplos se enumeran tras 1os ¢jemplos.
Todas las referencias citadas en la presente memoria descriptiva se incorporan a la misma a modo de referencia.

Ejemplo 1: Materiales y métodos

En los Ejemplos se ulilizaron los inateriales y métodos que se indican a continuacion.

Ensayos de particulas en gel de fibrina con HUVEC. Se ha proporcionado informacidn exhaustiva del
ensayo de particulas en gel de fibrina con HUVEC (Nakatsu, M. N. ef al., Microvasc Res 66, 102-12 (2003). Tres
particulas Cytodex (Amersham Pharmacia Biotech) fueron recubiertas con 350 a 400 de HUVEC por particula.
Unas 200 particulas recubiertas con HUVEC se introdujeron en coagulo de fibrina en un pocillo de una placa para
cultivo tisular de 12 pocillos. Encima del codgulo se colocaron 8X 10* células SF. Los andlisis concluyeron entre
el dia 7 y el dia 9 para procesarlos para inmunotincion y resonancia magnética nuclear. En algunos experimentos,
se visualizaron brotes de HUVEC mediante tincion con anti-CD3 1 biotinilado (clon WMS59, eBioscience) y
estrepavidina-Cy3. Para la tincidn de Jos ntcieos de las HUVEC, los geles de fibrina permanecieron fijados
durante toda una noche en paraformaldehido (PFA) al 2% y se procedié a su tincién con 4', 6-diamidino-2-
fenilindol {DAPI, Sigma). Para la tincion de Ki67, los geles de fibrina fueron tratados con 10X tripsina-EDTA
durante 5 minutos para eliminar las SF de la capa superior; luego, se procedié a neutralizarlos con FBS al 10% en
PBS y a fijarlos y mantenerlos asi durante toda una noche en PFA al 4%. Luego, se bloquearon los geles de fibrina
con 10% de suero de cabra en PBSET durante 4 horas; se incubaron durante toda la noche con Ki67 anti-ratén de
conejo (formulacién lista para su uso, clon Sp6, Lab Vision), tras lo cual se procedié a deteccién secundaria con
[gG-Cy3 anti-conejo (Jackson ImmunoResearch). Las incubaciones que se mantuvicron durante toda una noche se
realizaron a 4 °C.

Estudio de la retina neonatal de raton. A ratones CD1 neonatos procedentes de la misma camada se les
inyectd por via i.p. PBS 0 YW26.82 (10 mg/kg) en P y P3. Se extrajeron los 0jos en P35 y se fijaron con PFA al
4% en PBS durante una noche. Las retinas diseccionados se bloquearon con 10% de suero de cabra en PBST
durante 3 horas; luego, se incubaron toda una noche con anticuerpos primarios. El coctel primario incluia
isolectina B4 biotinilada (25 pg/ml, Bandeiraea simplicifolia; Sigxﬁa) y uno de los com;:iueslos siguientes: KiG7
anti-ratén de conejo (1:1, lista para su uso, clon Sp6, Lab Vision) o SMA antialfa conjugada con Cy3 de raton
(1:2000, Sigma-Aldrich), con 10% de suero en PBLEC (1% Triton X-100, 0,1 mM CaCl,, 0,1 mM MgCls,, 0,1
mM MuCl,, en PBS pH 6,8). Luego, se Iaval)‘on las retinas en PBST y se incubaron toda la noche con una
combinacién con anticuerpos secundarios de estreptavidina Alexa 488 (1:200; Molecular Probes) e 1gG anti-raton
conjugada con Cy3 (1:200; Jackson ImmunoResearch). Una vez finalizada la tincién, se procedid a una nueva
fijacion con PFA al 4% en PBS. Todas las incubaciones de una noche de duracion se efectuaron a 4 °C. Se

obtuvieron imégenes de las retinas montadas de plano mediante microscopio fluorescente confocal.
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Modelos de tumor. Se utilizaron ratones hembra atipicos de color beis de 8 a 10 semanas de vida. Para
obtener tumores subcutaneos, se inyectd a los ratones una suspension de 0,1 ml de células que contenia un 50% de
matrigel(BD Bioscience) en el flanco posterior derecho. En cada raton se inyectaron 5X10° células HM7 de
cancer de colon humanas, 10X 10° células Colo205 humanas de carcinoma de colon, 10X] 0% células Calu6
humanas de carcinoma de pulmén, 10X 10° células MV-522 humanas de carcinoma de pulmén, 10X10°% ¢células
WEHI-3 murinas de leucemia, 10X10° células EL4 murinas de linfoma, 10X 10% células SK-OV-3 X1 humanas de
céncer de ovario, 10X10° de células LL2 murinas de cancer de pulmén, 10X10° células EL4 de linfoma/leucemia
0 10X10° células H1299 de cancer de pulmon de células pequeiias. Para el modelo MDA-MB-435 de melanoma
huimano, se inyecté a los ratones en los paniculos adiposos mamarios una suspension de 0,1 ml de células (5X10%)
que contenia 50% de matrigel. El anticuerpo anti-DLL4 YW26.82 se administré por via i.p. (10 mg/kg de peso
corporal, dos veces por semana). Para los modelos tumorales siguientes, a cada raton del ensayo se le implanto
subcutaneamente, en el flanco derecho, un fragmento tumoral (1 mm’): SKMES-1 de cancer de pulmon de células
no pequefias, MX-1 de cancer de mama humano, SW620 de cancer colorrectal humano y LS1747T de
adenocarcinoma humano. El crecimiento tumoral se cuantifico mediante mediciones con un calibrador. El
volumen del tumor (mm®) se determiné midiendo su fongitud (1) y anchura (a) y calculando et volumen (V' =
[a2/2). En cada grupo se incluyé de 10 a 15 animales. La comparacidn estadistica de los grupos de tratamiento se
realizo utilizando la prueba de la t de Student de dos colas,

Ensayo inmunohistoquimico y marcacion vascular de tumores. Se anestesio a los ratones con
isoffurano. Se inyecto por via intravenosa Lectina Lycopersicon esculentum marcada con FITC (150 pg en 150 pl
de NaCl al 0,9%; Vector Laboratories) y se dejd que circulara por el torrente sanguineo 5 minutos antes de
preceder a la perfusion sislémica. La vasculatura fue perfundida de forma transcardiaca con PFA al 1% en PBS
duranie 3 minutos. Se exirajeron os tumores y se fijaron por inmersién en el mismo fijador durante 2 horas v,
después, se procedio a su incubacién durante toda la noche en sacaresa al 30% para crioproteccion vy, luego, se
embebieron en OCT. Se procedid a la tincidn de los cottes (de 4 um de grosor) con CD3 1 anti-raton (1:50, BD
Pharmingen) y, después, por 1gG anti-ratén de cabra Alexa 594 (1:800, Molecﬁlar'Probes).

Estudio histolégico e inmunohistoquimico de intestinos de raton. Se obtuvieron cortes de 3 qun de
grosor de tejidos del intestino delgado de ratén fijados en formo! y embebidos en parafina. La identificacion
histoquimica de los tipos celulares del intestino sc realizé mediante tincidon con azul alciane, siguiendo las
instrucciones del fabricante (PolyScientific). Para la tincion con anti-Ki67, se pretrataron ios corles con la
solucién Targetl Retrieval Solution (S1700, DAKO) y se incubaron con anti-Ki67 de ratén {1:200, clon SP§,
Neomarkers). Se detectaron anticuerpos secundarios anti-raton de cabra a 7,5 g/ml con el kit Vectastain ABC Elite
Kit (Vector labs). Se procedio a tincion de contraste con hematoxilina de Mayer de todos los cortes sometidos
previamente a tincion con Ki67. Para tincion con HES-1, se utilizo HES-1 anti-ratén (clon NM1, MBL,
International), seguida por TSA-HRP,

Interferencia del ARN. Se adquirieron a Dharmacon dupléx de ARN de escasa interferencia
SMARTpool (ARNSsi) que actuaban sobre DLL4 humana y Si Control Non-Target siRNA n.° 2. Se realizo la

transfeccion de los diplex de ARNSsi (50 nM) con células HUVEC a una confjuencia del 40% utilizando
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Opfimem-l y Lipfectamine 2000 (Invitrogen). El analisis FACS se llevo a cabo 48 horas después de la
transfeccion del ARNsi. Las secuencias de los 4 ARNsi anti-DLL4 de SMART Pool eran las siguientes:

CAACTGCCCTTATGGCTTTTT (identificador de secueincia n.%: 3} (Oligo 1, sentido),

AAAGCCATAAGGGCAGTTGTT (identificador de secuencia n.”: 6) (Oligo |, antisentido),

CAACTGCCCTTCAATTTCATT (identificador de secuencia: 7) {Oligo 2, sentido),

TGAAATTOGAAGGGCAGTTGTT (identificador de secuencia n.: 8) (Oligo 2, antisentido),

TGACCAAGATCTCAACTACTT (identificador de secuencia n.”: 9) (Oligo 3, sentido),

GTAGTTGAGATCTTGGTCATT (identificador de secuencia n.%: 0) (Oligo 3, antisentido),

GGCCAACTATGCTTGTGAATT (identificador de secuencia n.”: 1 1) (Olige 4, sentido),

TTCACAAGCATAGTTGGCCTT (idenlificador de secuencia n.%: 12) (Oligo 4, antisentido).

Ligando Notch: ELISA con bloqueo de Notch. Se revistieron placas de microtitulacidn de 96 pocillos
con Notchl-Fc recombinante de rata (itNotch1-Fe, R&D Systems) a 0,5 pg/ml. En el ensayo se utilizé medio de
cuitivo condicionado que contenia DLL4-AP (aminoacidos 1-404 de DL.L4 fusionado a fosfatasa alcalina de
placenta humana). Para preparar el medio de cultivo condicionado, se transfectaron provisionalmente 293 células
con plasmido que expresaba DLLA4-AP con el reactivo Fugen6 (Roche Molecular Biachemicals). Cinco dias
después de [a transfeccion, el medio cond%donado se recolectd, filtrd y almacend a 4 °C. Los anticuerpos
purificados titulados de 0,15 a 25 pg/inl se preincubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con medio
condicionado con DLL4-AP a una dilucién que permitia una uniéon maxima posible del 50% al trNotch1-Fe
recubierto. Luego, se affadié la mezcla anticuerpo/DLL4-AP a la placa recubierta con rtiNotch1-Fe durante 1 hora
a temperatura ambiente, tras o cual se lavaron las placas varias ve.ces en PBS. La DLL4-AP unida se detectd
utilizando PNPP en una-séla fase (Pierce) como sustrato y una medicién de la absorbancia (OD) a 405 nm. Se
realizo un ensayo idéntico con DLLI-AP (DLLI humana, aminoacido 1-445). Se llevaron a cabo cusayos
similares con DLL4-His purificada (DLL4 humana marcada con His en el extremo C terminal, aminoacido 1-404)
y Jagl-His (R& D system). Los ligandos unidos marcados con His se detectaron con anticuerpo monoclonal
(mADb) anti-His de ratén (1 pg/mi, Roche Molecular Biochemicalé), anti-raton de cabra biotinilado (Jackson
ImmunoResearch) y estreptavidina-AP (Jackson ImmunoResearch).

Extraccidon de ARN y RT-PCR cuantitaviva en tiempo real. La extraccidn de! ARN total de las células
HUVEC en cultivo bidimensional se llevo a cabo utilizando el Mini Kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para extraer el ARN total de las céluias HUVEC cultivadas en geles de fibrina, se
tratron los geles de fibrina con 0X tripsina-EDTA (Gibco) durante 5 minutos para extraer los fibroblastos de Ia
capa superiot y, después, se procedid a neutralizacidén con FBS al 10% en PBS. Los coagulos de gel se extrajeron,
seguidamente, de los pocillos con cultivo tisular y se sometieron a centrifugacion (10K durante 5 minutos) en
microtubos para eliminar el exceso de fluido. Los "pelletes" de gel resultantes fueron Asomelidos a lisis con
solucion tamponada de lisis (Mini Kit RNeasy) y, luego, fueron procesados con las células HUVEC en cultivo
bidimensional. La calidad del ARN se evalué utilizando RNA 6000 Nano Chips vy el bionanalizador Agilent 2100
(Agilent Technologies). Las reacciones de RT-PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron por triplicade

utilizande 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Se utilizo GAPDH humano como gen de
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referencia para normalizacion. Los niveles de expresion se expresan como la media (2SEM) del nlimero de
cambios en el ARNm con respecto al control a partir de 3 valoraciones distintas. Las secuencias de las sondas y
cebadores anversos y reversos para VEGFR2, TGFB2 y GAPDH fueron las siguientes:

TGFb2

Anverso: GTA AAG TCT TGC AAA TGC AGC TA (identiﬁcador de secuencia n.% 13)

Reverso: CAT CAT CAT TAT CAT CAT CAT TGT C (identificador de secuencia n.% 14)

Sonda: AAT TCT TGG AAA ACT GGC AAG ACC AAA-AT (identificador de secuencia: 15)

VEGFR2 :

Anverso: CTT TCC ACC AGC AGG AAG TAG (identificador de secuencia n.%: 16)

Reverso: TGC AGT CCG AGG TCC TTT (identificador de secuencia n.®: 17)

Sonda: CGC ATT TGA TTT TCA TTT CGA CAA CAG A (identificador de secuencia n.® 18)

GAPDH

Anverso: GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC (identificador de secuencia n.%: 19)

Reverso: GAA GGT GAA GGT CGG AGT C (identificador de secuencia n.°: 20)

Sonda: CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC (identificador de secuenica n.® 21)

Ejemplo 2: Generacion de anticuerpos anti-DLL4 en fagos

Las librerias de representacion de anticuerpos en fagos sintéticos se construyeron en una estructura tnica
(anticuerpo anti-ErbB2 humanizado) mediante introduccion de diversidad dentro de regiones de determinacion de
complementariedad (CDR} de las cadenas ligera y pesada (Lee, C. V. ef al., ) Mol Biol 340, 1073-93 (2004);
Liang, W. C. et al., ] Biol Chem 281, 951-61 (2006)). Se realiza deteccion de placas con librerfas nativas
contrastandolas con DLL4 humana marcada con His (aminoacido 1-404) inmovilizada en immunoplacas Maxisorp.
Tras cuatro series de enriquecimiento, se eligieron clones de forma aleatoria y se identificaron agentes de union
especificos mediante ELISA en fagos. Los clones resullantes de unidén a hDLL4 se sometieron a un nuevo proceso
de deteccion con proteina DLL4 murina marcada con His para identificar clones de distintas especies. Para cada
clon de fago positivo, se subclonaron regiones variables de las cadenas ligera y pesada en vectores de expresion
pRK que fuercn disefiados para expresar cadenas de IgG de longitud completa. Los constructos de la cadena ligera
y de la cadena pesada fueron cotransfectados en células CHO o 293 y los anticuerpos expresados fueron
purificados del medio de cultivo sin suero utilizando columna de afinidad de proteinas A. Los anticuerpos
purificados fueron sometidos al ensayo‘ELTSA para bloquar la interaccidn entre DLL4 y Notchl-Fc de rata vy al
ensayo FACS para unir las lineas celulares estables que expresaban DLLA murina o DLL4 humana de longitud
completa. Para la maduracion de afinidad, se construyeron librerias de fagos con tres combinaciones diferentes de
bucles de CDR (CDR-L3, -H| y -H2) derivadas del clon inicial de interés mediante una estrategia de
aleatorizacion flexible, de forma que cada posicién seleccionada era mutada a un residuo de tipo no natural o se
mantenfa como tipo natural en una frecuencia de 50:50 aproximadamente (Liang et al., 2006, citado
anteriormente). A continuacidn, se identificaron los clones de alta afinidad mediante cuatro series de deleccion en

fase de solucion frente a proteinas DLL4 marcadas con His, tanto murinas como humanas, en unas condiciones

_cada vez mds restrictivas.
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Mapeo del epitopo del Mab anti-DLL4 Y W26.82: El Mab anti-DLL4 26.82 reconocié un determinante de

Ejemplo 3: Caracterizacion de anticuerpos anti-DLL4

union presente en la repeticién nomero 2 de EGF-like (EGL2) del dominio extracelular (ECD) de la DLL4
humana. EGL2 comprende los aminoacidos 252-282 del ECD de la DLIL4 humana. Los mutantes del ECD de
DLL4 se expresaban como proteinas de fusién con fosfatasa alcalina y se unian al anticuerpo como se indicaba.
La Figura 5a muestra una representacion esquematica de un conjunto de mutantes de DLL4 expresados como
proteinas de fusién con fosfatasa alcalina (AP) placentaria humana. Los paréntesis indican secuencias de DLL4
incluidas en las proteinas de fusion. Se llevaron a cabo ensayos de los medios de cultivo condicionados de células
293T que contenian las proteinas de rfusic'm en 96 pocillos de placas de microtitulacién recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-DLL4 purificado (YW26.82, 0,5 ng/ml). La DLL4.AP unida se detectd utilizando PNPP en una
sola fase (Pierce) como sustrato y una medicion de la absorbancia (OD) a 405 nm. El Mab YW26.82 unia
constructes que comprendian ¢l dominio EGL2 de DLL4 y no unfa un constructo que no tuviera el dominio EGL2
de DLLA4. Esto demostraba que el anticuerpo menoclonal anti-DLL4 YW 26.82 reconocia un epitopo en el
dominio EGL2 del ECD de DLL4 humana.

El anticuerpo monoclonal ¥YW26.82 se une selectivamente a DLL4 hunana y murina, Se revistieron las
placas Nunc MaxiSorp de 96 pocillos con proteinas recombinantes purificadas como se indica (1 pg/ml). La unién
de YW26.82 a las concentraciones indicadas se midi¢ utilizando el ensayo ELISA. Los anticuerpos unidos se
detectaron con el conjugado de HRP con anticuerpo antihumano usando TMB como sustrato y una lectura de la
absorbancia (OD) a 450 nm. Como control durante el ensayo se utilizaron ErbB2-ECD recombinanle y anticuerpo
anti-HERZ (Figura 5b). Los resuitados de este experimento se muestran en la Figura 5b. El anticuerpo monoclonal
YW?26.82 se unia a DLL4 humana y murina y no se unia de forma detectable a DLL humana ni a JAG] humana.
Estos resuitados demostraban que el anticuerpo monoclonal YW26.82 se une selectivamente a DILL4.

El anélisis FACS de 293 células transfectadas provisionalmente con el vector, DLLL4 de longitud
completa, Jagi o DLLI también demostraba que el anticuerpo monoclonal YW26.82 se unfa selectivamente a
DLL4. Cémo se muestra en la Figura Sc, solo se detectd union significativa de Y W26.82 en células ransfectadas
con DLL4 (panel superior). No se detectd union'significativa en células transfectadas con Jagl o DLLL. La
expresion de Jagl y DLL1 se confirmé mediante la unidn de Notch1-Fe murino recombinante (iNotchi-Fc, panel
central) y Notch2-Fc murino recombinante (rrfNotch2-Fc, panel inferior), respectivamente. Se utilizaron YW26.82,
rrNotchl-Fe o rriNotch2-Fe (R&D System) a 2 pg/ml, seguido de 1gG-PE antihumana de cabra (1:500, Jackson
ImmunoResearch}.

Los experimentos de competicion demostraron que el anticuerpo monoclonal Y W26.82 bloqueaba de
forma eficaz y selectiva la interaccién de Notch con DLL4, pero no de otros ligandos Notch. Como se muestra en
la Figura 5d, el anticuerpo monoclonal anti-DL1L4 bloqueaba la unién de DLL4-AP, pero no de DLLI-AP, a
rNotchl recubierto, can una IC50 calculada de 12 nM aproximadamente (panel izquierdo). El anticuerpo
monoclonal anti-DLL4 bloqueaba la unién de DLIL4-His, pero no de Jag!-His, a rNoichl recubierto, con una 1C50

calculada de § nM aproximadamente (panel derecho).
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El anticuerpo monoclonal anti-DLL4 YW26.82 se unia especificamente a DL.L4 expresado

endogenamente en células endoteliales humanas derivadas de la vena umbilical (HUVEC). Se realizé analisis

‘FACS de HUVEC transfectadas con ARNsi especifico de DLL4 o control. E} YW26.82 se utilizo a 2 pg/mi,

seguido de IgG-PE antihumana de cabra (1:500, Jackson [ImmunoResearch). Los resultados de este experimento
se muestran en [a Figura Se. Se observé unién a HUVEC no transfectadas (control) y a HUVEC transfectadas con
ARNSsi de un control. En cambio, la unién se reducia significaativamente en HUVEC transfectadas con ARNsi de

DLL4. Estos experimentos demostraron que el anticuerpo monocional anti-DLLA YW26.92 se une

" especificamente a DL1.4 expresado enddgenamente en HUVEC.

Ejemplo 4: El tratamiento con anticuerpo anti-DLL4 aumentaba la proliferacién de células
endoteliales in vitro

Las células endoteliales humanas derivadas de la vena umbilical (HUVEC) cultivadas en geles de fibrina
en presencia de células fibroblasticas cutaneas (SF) humanas cocultivadas generan brotes con una distintiva
estructura similar al lumen (Nakatsu, M. N. et a/., Microvasc Res 66, 102-12 (2003)). La adicién de anticuerpo
anti-DLL4 YW26.92 aumentaba acusadamente la longitud y el nimero de brotes (Figura la). Bl procesamienio -
proteolitico de Notch, catalizado por la actividad de la y-secretasa de un complejo proteinico, es un paso esencial
durante la activaciéﬁ de Notch (Baron, M. Semin Cell Dev Biol 14, 113-9 (2003}). Conviene sefialar que el
inhibidor de la y-secretasa dibenzazepina (DBZ) (van Es, J. H. er o/, Nature 435, 9_59-63 (2005); Milano, 1. er .,
Toxicol Sci 82, 341-58 (2004)) tenia el mismo efecto en la formacion de brotes de HUVEC. Teniendo en cuenta
los mecanismos distintivos de estos dos tratamientos, la mayor formacién de brotes se podia atribuiv claramente a
la atenuacion de la sefializacion de Notch. La tincién con Ki67 reveld que el aumento de la formacion de brotes de
células endoteliales se debia a la elevada proliferacién celular (Fig. 1b). En ci ensayo original en gel de fibring, la .
formacién de brotes de HUVEC y la subsiguiente formacion de lumen estan favorecidas por células SF
cocultivadas. Al sustituir las células SF por medio de cultivo condicionado, tanto el anticuerpo monocional anti-
DLL4 como DBZ atin podian aumentar la formacidn de brotes de HUVEC (Fig. 1¢), lo que favorecia el papel
autonomo de las células endoteliales de la sefalizacién de Notch/DLL4. En el experimento inverso, la activacion
de Notch por la proteina DLL4 inmovilizada ocasiond una inhibicion significativa del crecimiento (Fig. 1c). Estos
datos indican que el estado de activacion de la sefializacion de Notch/DLL4 esté estrechamente asociado a la
proliferacion de células endoteliales. ‘

Ejemplo S: El tratamiento con anticuerpo anti-DLL4 aumentaba la proliferacion de células
endoteliales in vivo

La retina postnatal temprana de ratones desarrolla un patrén vascular estereotipico en una secuencia de
acontecimientos perfectamente definida (Stone, J. & Dreher, Z. ) Comp Neurol 255, 35-49 (1987); Gerhardt, H. er
al,, J Cell Biol 161, 1163-77 (2003); Fruttiger, M. Invest Ophthalmol Vis Sci 43, 522-7 (2002)). La expresion
prominente y dindmica de DLL4 en células endoteliales en crecimiento en las retinas neonatales indican una
posible funcién de la DLL4 en la regulacion del desarrollo vascular retiniano (Claxton, S. & Fruttiger, M. Gene
Expr Patterns 5, 123-7 (2004)). La administracion sistémica de Y W26.82 causaba una profunda alteracion de la

vasculatura retiniana. Se producia en la retina una acumulacion masiva de células endoteliales, lo que generaba
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una estructura en forma de hoja con una morfologfa vascular primitiva (Fig. 1d). Se observé un aumento
significativo de la marcacion con Ki67 en células endoteliales, lo que indicaba una proliferacion elevada de células
endoteliales (Fig. 1h). Por lo tanto, este fenotipo hiperproliferativo de las células endoteliales retinianas sobre el
bloqueo de DLL4 en ratones neonatales corroboraba los datos obtenidos in vitro,

Ejemplo 6: Papel esencial de DLL4/Notch en la regulacion de la proliferacion de células epiteliales

El VEGF controla varios aspectos fundamentales de las células endoteliales (Ferrara, N. Exs, 209-31
(2005); Coultas, L. ef al., Nature 438, 937-45 (2005)). Sin embargo, se sabe menos acerca del modoe en quc la
seflalizacion del VEGF se integra en los complejos procesos vasculares, com la diferenciacién arteriovenosa (AV)
y la organizacion vascular jerarquica, que evidentemente exigen-vias de sefializacion adicionales muy coordinadas.
Los estudios genéticos en el pez cebra indican que el VEGF actia antes del extremo 5' de la via del Notch durante
la diferenciacion endotelial arterial (Lawson, N. D. ef al., Development 128, 3675-83 (2001)). Observamaos que la
estimulacion de las HUVEC mediante el VEGF ocasionamba un aumento de la exﬁresién de DLL4 en ia superficie
(datos no incluidos), lo que se correspondia con un informe reciente sobre la regulacion ascendenle del ARNm de
PLL4 mediante la estimulacion del VEGF (Patel, N. S. er o, Cancer Res 63, 8690-7 (2005)). Curiosamente,
DLL4 se regula de forma ascendente tras la activacion de Notch (Figura 6), lo que indica un mecanismo de
retroalimentacion positiva mediante el cual DLL4 transmite eficazmente la seffalizacion de! VEGF a la via de
Notch. Las HUVEC fueron estimuiadas mediante DLL4 humano marcado con’ I:l-is inmovilizado en el extremo C
terminal (aminodcidos 1-404) en ausencia o presencia de DBZ (0,08 pM). Treinta y seis horas después de la
estimulacion, se estudid la expresion endégena de DLLL4 mediante andlisis FACS con anticuerpo anti-DLL4,

Es de destacar que la hiperproliferacion de células endoteliales producida por bloqueo de la sefializacion
de Notch seguia dependiendo del VEGF. En el cultivo tridimensional en gel de ﬁbrina; el tratamiento con
anticuerpo monoclonal anti-VEGF eliminaba la mayor parte de la formacidn de brotes de células endoteljales, bien
en presenciabien en ausencia de DBZ (Fig. 1}, 1o que aumenta la posibilidad de que el comportamiento
hiperproliferativo pudiera deberse en parte a una mayor seflalizacion del VEGF. De hecho, el blogueo de Notch
por YW26.82 o DBZ ocasionaba la regulacién ascendente del VEGFR2 (Fig. 1g). En cambio, 1a activacion de
Notch por DLL4 inmovilizada suprimia la expresién del VEGFR2 (Fig. 1g). Por lo tanto, aunque el VEGF puede
actuar antes del extremo 5' de la via del Notch/DLL4, el Notch/DLL4 puede afinar la respuesta mediante
regulacion negativa de la expresion del VEGFR2.

Ejemplo 7: El tratamiento con anticuerpo anti-DLL4 bloqueaba la diferenciacion de células
endoteliales y bloqueaba el desarrollo arterial

Ademas del aumento de la proliferacion de células endoteliales, la actuacian de Notch/DLL4 como
antagonistas causaba un cambio morfologico drastico de los brotes de células endoteliales en gel de fibrina. Las
estructuras multicelulares semajantes a Jumen estaban, en su mayor parte, ausentes (Fig. 2a), lo que indicaba una
diferenciacidn defectuosa de las células endoteliales. En las retinas tratadas con anticuerpo monoclonal Y W26.82,
el patron caracteristico de arterias y venas que se alternaban radialmente se vid alterado gravemente. La tincion
con actina anti-u de misculo liso (ASMA), que se asocia a las arterias de la retina, no se detectaba en absoluto

(Fig. 2c). Esta observacion fue sorprendentemente similar al desarrollo arterial defectuoso en embriones DLL4+/-,
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Estos datos, desde distintos angulos, resaltan el papel esencial de DLL4/Notch en la regulacion de la
diferenciacion de células endoteliales.

Ejemplo 8: La expresion de TFGp estaba asociada al estado de activacion del Notch

De forma similar a Ja vva del Notch, la sepalizacion del TGF depende del contexto y tiene efectos
diversos y con frecuencia opuestos sobre la diferenciacion, proliferacion e inhibicion del crecimiento celular.
Ademas, la via del TGFp interviene en procesos vasculares (Urness, L. D. ef al , Nat Genet 26, 328-31 (2000),
Oshima, M. et al., Dev Biol 179, 297-302 (1996); Larsson, J. et al., Embo J 20, 1663-73 (2001)). Por ejemplo, la
deficiencia de la quinasa | similar al receptor de la activina (ALK ), un receptor de tipo | del TGFJ especifico de
células endoteliales, ocasionaba una red primitiva de células endoteliales en los sacos endodéimicos y disfuncion
arteriovenosa (AVM), un fenotipo compartido por ratones con sefializacién Notch defectuosa (Urness, L. D. et al.,
Nat Genet 26, 328-31 (2000); iso, T. et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 23, 543-53 (2003)). Esto nos llevo a
investigar la posible relacidn entre estas dos vias. Observamos que la expresion del TGF2 {Fig. 2b) estaba
estrechamente asociada al estado de activacion de Notch, lo que indica que la via-del TGF{} podia actuar despuds
del extremo 3" de la via del Notch. Juntos, nuestros datos soportan un modelo donde el eje de Notch/DLLA4, que
sirven como "vias de seffalizacion”, integran la sefializacion del VEGF mediante regulacion de la expresion de
DLL4 y hacen que la via del TGFP fomente la diferenciacién de las células endoteliales.

Ejemplo 9: El tratamiento con anticuerpo anti-DILL4 inhibia el crecimiento tumoral in vivo

Para abordar directamente el posible papel de la sefializacién de Notch/DLL4 durante la angiogénesis
tumoral, investigamos el impacto del bloqueo de DLL4 sobre el crecimiento tumoral en modelos tumorales
prectinicos (Figuras 3a-d). En modelos tumorales xenotrasplantados Calue6, Colo205 v HM7 {Figuras 3a-c), e!
tratamiento con Y W26.82 se inici6 tras la determinacién del tumor (2250 mm® de tamafio tumoral). En los tres
modelos, se hizo evidente una distincion cn la tasa de crecimiento entre los grupos de tratamiento y de control al
cabo de tres dias de administracién. El volumen tumoral del grupo de tratamiento se mantuvo sis cambios duranie
dos semanas de tratamiento. Ademas de tumores subcutaneos, el anticuerpo monoclonal anti-DLL4 también
inhibia el crecimiento de tumores en los paniculos adiposos mamarios de ratones. En el modélo tumoral MDA-
MB-435, el tratamiento se inici¢ 14 dias despuds de la inyleccién del tumor. A los 6 dias de la administracion se
hizo evidente una diferencia en las curvas de crecimiento tumoral entre los grupos de tratamiento y de control v se
hizo mas significativa a medida que avanzaba el tratamiento (Fig. 3d).

También investigamos el impacto del bloquee de DLL4 y/o VEGF en el crecimiento de numerosos
tumores en modelos tumorales preclinicos (Figuras 3e-f; i-p). En los modelos de tumorcs xenotrasplantados MV-
522 y WEHI3, ¢l tratamiento con YW26.82 y/o el tratamiento con anticuerpo anti-VEGF se inicid tras el
establecimiento del tumor (=250 mm’ de tamafio tumoral). En el modelo MV-522, tanto el tratamiento con
YW26.82 como el tratamiento con anticuerpo anti-VEGF inhibian el crecimiento tumoral individualmente, pero la
combinacion de ambos tratamientos era mas eficaz. En el modelo WEHI3, el tratamiento con anticuerpo anti-
VEGF no mostraba efecto alguno sobre el crecimiento tumoral, mientras que el tratamiento con Y W26.82
mostraba una inhibicién significativa del crecimiento tumoral. En los modelos SK-OV-3X1, LL2, EL4, H1299,

SKMES-1, MX-1, SW620 y LS174T, el tratamiento con Y W26.82 ((5 mg/kg, i.p., dos veces por semana) y/o el
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tratamiento con anticuerpo anti-VEGF (5 mg/kg, i.p., dos veces por semana) se administraban trasfel
establecimiento de los tumores. En cada uno de estos modelos, el tratamiento con YW26.82 inhibia sélo el
crecimiento tumoral. Ademas, en todos estos modelos en los que se probd la combinacion, YW26.82 presentaba
una mayer cficacia en combinacidn con anticuerpo anti-VEGF.

Ejemplo 10: El tratamiento con anticuerpo anti-DLL4 aumentaba la proliferacion de células
endoteliales tumorales

Alaluzdela inhibicic’m del crecimiento tumoral, utilizamos el modelo tumoral de linfoma de ratén El4
para estudios de histologia vascular. Observamos que el tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-D1.L4
ocasionaba un aumento espectacular de la densidad de células endoteliales (Fig. 3g). En cambio, ¢l anticuerpo
anti-VEGF tenfa un efecto completamente opuesto (Fig. 3g), aunque los dos tratamientos presentaban una eficacia
similar en este modelo.

Ejemplo 11: El tratamiento con anticuerpo anti-DLL4 inhibia la perfusion vascular tumoral

Como el blogueo in vitro de la via dei Notch/DLL4 obstaculizaba la formacion de una estructura similar
al lumen por las células endoteliales (Fig. 2a), se investigo si el tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-DLL4
ocasionaba un defecto similar en la vasculatura tumoral y afectaba al flujo sanguineo correcto. La perfusion
sistémica con FlTC-letina. reveld que el tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-DLIL4 ocasionaba una acusada
reduccion del marcado con lectina de los vasos del tumor (Fig. 3h). Cabe destacar que se ha demostrado que la
disfuncion arteriovenosa en ratones con déficit de ALK causa una circulacion sanguinea andmala (Urness, L. D.
et al., Nat Genet 26, 328-31 (2000)). Dado el papel esencial de |a sefializacion de Notch/DLL4 en la diferenciacion
AV, tanto en embriones como las retinas postnatales, el anticuerpo monoclonal anti-DLL4 podria influir la
especificacion ceiular de las células endoteliales tumiorales y originar un flujo sanguineo direccional defectuoso.
De hecho, en tumores Colo205 tratados con anticuerpo monoclonal anti-DLI4, habia regiones donde una densidad
elevada de células endoteliales se asociaba a un bajo contenido de células tumorales viables, lo que supone una
mala funcidn vascular. Es preciso realizar otros estudios que utilicen técnicas para captacion de imdgenes
vasculares para averiguar los defectos vasculares con precision.

Ejemplo 12: E! DLL4/Notch no es importante para Ia homeostasis del intestino de ratén.

Una gran preocupacion sobre la inhibicion global del Notch es que puede ser nociva, dadas las funciones
pleiotrépicas de la sefializacidn de Notch en ta regulacion de la homeostasis de sistemas de autorenovacion
posnatales. Por ejemplo, la sefializacion del Notch es necesaria para mantener células progenitoras en las criptas
no diferenciadas en los intestinos (van Es, J. H. et al., Nature 435, 959-63 (2005); Fre, S. et a/., Nature 435, 964-8
(2005)). De hecho, los inhibidores de la y-secretasa, que bloquearian indiscriminadamente todas |as actividades
Notch, causan efectos secundarios no deseados debido a un aumento masivo de las células caiciformes dentro del
compartimento de las criptas (Milano, J. ef al., Toxicol Sci 82, 341-58 (2004); Wong, G. T. et ¢/,, ] Biol Chem
279, 12876-82 (2004)). Examinamos los intestinos delgados de ratones tratados con anticuerpo monoclonal anti-
DLL4 mediante analisis inmunohistoquimico. A diferencia del tratamiento con DBZ, no se observaron diferencias
en los perfiles de proliferacién o diferenciacion celular de las criptas epiteliales entre los grupos de control y de

tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-DLL4 tras seis semanas de tratamiento (Fig. 4). Ademds, el anticuerpo

-89-



10

15

/

79

monoeloﬁal anti-DLL4 no alteraba Ja expresion del gen diana del Notch HES-1 en la poblacién de amplificacion

Expediente n.° P2372R 1

del transito (TA) que se dividia rapidamente (Fig. 4). Estos resultados apo}uan la idea de que la sefializacion de
Notcl/DLL4 esté limitada en gran parte al sistema vascular,

Ejemplo 13: El tratamiento con anticuerpo anti-DLL4 no influye en la vasculatura de la retina
adulta

Aunque el bloqueo de DLL4 tenia un profundo impacto en el desarrallo vascular de [a retina def ratdn
neonato, la administracidn de anticuerpo anti-DLL4 no tenia impacto visible en la vasculatura de la retina adulta
(Fig. 2d). Por ella, la sefializacidn de Notch/DLL4 es esencial durante la angiogénesis aciiva, pero desempeiia un
papel de menor importancia en el mantenimiento normal de los vasos, Segin esto, durante el tratamiento con
anticuerpo monoclonal anti-DLL4, no se observé pérdida de peso visible o muerte de animales en ratones
portadores de tumores cuando se les administraban 10 mg/kg dos veces por semana durante un maximo de 8
semanas, En modelos tumorales, el anticuerpo monoclonal anti-DLL4 y el anticuerpo anti-VEGF muestran efectos
conirarios sobre la vasculatura del tumor, lo que indica la existencia de mecanismos de accion que no se solapan.

Se considera que lo expuesto hasta el momento en la presente memoria descriptiva es suficiente para
permitir que un experto en este sector aplique la invencion. No obstante, varias modificaciones de la invencidn,
ademas de las mostradas y descritas en la presenie memoria descriptiva, serdn evidentes para los expertos en la
materia a partir de la descripcion anterior y se encuentran dentro del ambito de aplicacion de las reivindicaciones

incluidas mas adelante.
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1. Un método para el tratamiento de un tumor, un cancer o un trastorno de proliferacion celular que
comprenda la administracién de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 a un sujeto que necesite dicho

tratamiento, mediante el cual se trata el tumor, el cancer o el trastorno de proliferacidn celular.

2. El método de la reivindicacion |, donde el tumar, cdncer o trastorno de proliferacion celular es cancer

de colon, cancer de pulmdn, melanoma o linfoma.

"3. Un método para el tratamiento de un proceso patolégico asociado a angiogénesis que comprenda la
administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 a un sujeto que precise dicho tratamiento,
mediante el cual se trata €] proceso patoldgico asociado a angiogénesis y donde el antagonista de DLL4 es capaz
de estimular la proliferacion de células endoteliales, inhibir [a diferenciacion de células endoteliales, inhibir ¢!

desarrollo arterial o inhibir la perfusion vascular.

4. El método de la reivindicacion 3, en la que el proceso patolégico asociado a angiogenia es un tumor,

un cancer y/o un trastorne de proliferacion celular.

5. El método de la reivindicacion 3, donde el proceso patoldgico asociado a angiogénesis es una

enfermedad neovascular intraocular.

6. Un método para estimular la proliferacion de células endoteliales en un sujeto que precisa dicho
tratamiento que comprende la administracién de una cantidad eficaz de un agonista de DLL4 al sujeto y mediante

el cual se estimula la proliferacién de células endoteliales.

7. Un método para reducir o inhibir la diferenciacién de células endoteliales en un sujeto que preciso
dicho tratamiento que comprende la administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DLLL4 al sujcto y

mediante el cual se inhibe la diferenciacion de células endoteliales.

8. Un método para reducir o inhibir el desarrollo arterial en un sujeto que precise dicho tratamiento que
comprende la administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 ai sujeto y mediante el cual se

inhibe el desarrotlo arterial.

9. Un método para reducir o inhibir la perfusién vascular de un tumor en un sujeto que preciso dicho
tratamiento que comprende la administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de DLL4 al sujeto y

mediante el cual se inhibe la perfusién vascular de tumores.
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10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que comprende, ademas, la admjnistracion al

sujeto de una cantidad eficaz de un agente antiangiogénico.

11, El método de la reivindicacién 10, donde el agente angiogénico se administra antes o imnediatamente

después de ta administracién del antagenista de DLL4.

12. El método de la reivindicacion 10, donde el agente angiogénico se administra simulianeamente con el

antagonista de DLL4.

13. El método de cualquiera de las reclamaciones 10-12, donde el agente antiangiogénico es un

antagonista del factor de crecimiento celular endotelial vascular (VEGF),
14. El método de la reivindicacién 13, donde el antagonista del VEGF es un anticuerpo anti-VEGF.
15. El método de la reivindicacion 14, donde el anticuerpo anti-VEGF es bevacizumab.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, que supone administrar también una cantidad

eficaz de un agente quimioterapéutico.,

17. Un método para mejorar la eficacia de un antiangiogénico en un sujeto con un proceso patolégico
asociado a angiogénesis, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad eficaz de un antagonista de
DLL4 en combinacion con el antiangiogénico, 1o que permite aumentar la actividad inhibidora de dicho

antiangiogénico.

18. El método de la reivindicacion 17, en la que el proceso patoldgico asociado a angiogenia es un tumor,

un cancer y/o un trastorno de proliferacion celular.

19. El método de la reivindicacidn 17, donde el proceso patoldgico asociado a angiogénesis es una

enfermedad neovascular intraocular.

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones ! a 19, donde ¢l antagonista de DLL4 es un

anticuerpo anti-DLLA4.

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, donde el antagonista de DLL4 es una

inmunoadhesina de DLLA4.

22. Eimétodo de la reivindicacion 20, donde el anticuerpo anti-DLLA es un anticuerpo monoclonal.
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23. El método de la reivindicacion 20, donde el anticuerpo anti-DLL4 es un anticuerpo humano, un

anticuerpo humanizado o un anticuerpo guimérico.
3 24, El método de la reivindicacion 20, donde el anticuerpo anti-DLL4 es un fragmento de anticuerpo.

25. El método de la reivindicacion 24, donde el fragmento de anticuerpo es un Fab, Fab', Fab'-SH, £(ab",

o scFv.

10
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RESUMEN
La presente invencién proporciona métodos para utilizar un modulador de DLLA para moduiar el
desarrollo vascular. Asimismo, se proporcionan métodos de tratamiente con moduladores de DLL4, como

antagonistas de DLL4.
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GENENLAW-#246262-v1-P2372R1_-_Spanish_TransTation_of_Sequence_Listing
l.istado de secuencias

<110> GENENTECH, INC.
YAN, Minhong

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA MODULACION DEL DESARROLLO VASCULAR
<130> P2372R1

<150> us 60/811, 357
<151> 2006-06-06

<150> US 60/866.767
<151> 2006-11-21

<160> 21

<210> 1

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de anticuerpo

<400> 1 :
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly
1 5 1.0 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr pPhe Thr
20 25 30

AsSp Asn Trp Ile Ser Trp val arg Gin Ala pPro Gly Lys Gly Leu

35 40 45
Glu Trp val Gly Tyr Ile Ser Pro Asn Ser Gly Phe Thr Tyr Tyr
50 55 60
Ala Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser
65 70 75
Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
80 85 30
Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Asn Phe Gly Gly Tyr Phe
.95 100 105
Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr
110 115
<210> 2
<211> 109
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> secuencia de anticuerpo
<400> 2
Asp Ile Gln . Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val
1 5 10 15

pdgina 1
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GENENLAW¥#246262—vl—P2372R1,—,Spanish_Trans1ation_of_Sequence_Listing
Gly Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp val Ser
25 30

Thr Ala val Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40 45

Leu Leu ITe Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 73

ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Thr Tyr Tyr Cys Gln
80 85 90

Gln Ser Tyr Thr Gly Thr val Thr phe Gly GIn Gly Thr -Lys val
95 100 105

Glu Ile Lys Arg

<210> 3

<211> 6

<212> ADN

<213> S=cuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<220> :

<221> CAAT_sefal base_modificada
<222> 2

<223> Caja CAAT

<400> 3
cncaat 6

<210> 4

<211> 6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> _
<223> secuencia sintetizada

<220>

<221> polya_sefal

<222> completo

<223> sefial de poliadenilacién

<400> 4
aataaa 6

<210> 5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SiARN

<400> 5
caactgccct tatggetttt t 21

Pagina 2
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GENENLAW-#246262-v1-P2372R1_-_Spanish_Translation_of_Sequence_Listing

<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> :
<223> STARN

<400> 6
aaagccataa gggcagttgt t 21

<210> 7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SiARN

<400> 7
caactgccct tcaatttcat t 21

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> STARN

<400> 8
tgaaattgaa gggcagttgt t 21

<210> 9

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SiARN

<400> 9
tgaccaagat ctcaactact t 21

<210> 10
<2311> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220
<223> SiARN

<400> 10 -
gtagttgaga tcttggtcat t 21

<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SiARN

Pagina 3
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<400> 11
ggccaactat gcttgtgaat t 21

<210> 12

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> STRNA

<400> 12
ttcacaagca tagttggect t 21

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 13
aagtcttgca aatgcagcta 20

<210> 14

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 14
catcatcatt atcatcatca ttgtc 25

<210> 15

<211> 29

<212> ADN

<213> sSecuencia artificial

- «220>

<223> sonda oligonucleotidica

<4Q00> 15
aattcttgga aaagtggcaa gaccaaaat 29

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 16
ctttccacca gcaggaagta ¢ 21

<210> 17
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

Pagina 4
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GENENLAW-#246262-v1-P2372R1_-_Spanish_Translation_of_Sequence_Listing

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 17
tgcagtccga ggtccttt 18

<210> 18

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> )
<223> sonda oligonucleotidica

<400> 18
cgcatttgat tttcatttcg acaacaga 28

<210> 19

<211> 20

<212> ADN )

<213> Secuencia artificial

<220> .
<223> cebador de oligonucledtidao

<400> 19
gaagatggtg atgggatttc 20

<210> 20
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 20
gaaggtgaag gtcggagtc 19

<210> 21
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda oligonuclecotidica

<400> 21
caagcttccc gtrctcagee 20

Pagina 5
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

GENENTECH, INC.

Attn. Kalinowski, Grant

1 DNA Way, MS5-49

South San Francisco, CA 94080
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

c_algudared < +s RECEIVEL
i%oé%;g MR

3.

ot

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

{PCT Rule 44.1)

P2372R1 WO Vv

DEC 1 2 2007 Date of mailing
(day/month/year) 06 / 12/2007
sl . W Ll T LN . R T S o
Applicant's ar agent's file reference ULI_"EL({;JA[EE'[DII[-“U

FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below

international application No.

PCT/U82007/07051Gaiemd&red/(-(r{/fizm/}’ear)

International filing date
06/06/2007 »

Appllcant

Beco. to 18R/ Consict Ch & -6 FZBCR

I
e LIdLC

GENENTECH, INC. C’h 2 Dmc//:u/ﬂgs'a)—p wWo - O(o APROZ - 52 mos.

Filing of amendments and statement under Article 19:

International Search Report.

4. Reminders

i: E:} The applicant is hereby notified that the internalionat search report and the written opln:on of the International Searching
Authority have been established and are transmitted herewith.

The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the International Application (see Rule 46):
When? The time limit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittat of the

" Where? Directly to the international Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombettas
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimite No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed Instructions, see the notes on the accompanying sheet.

The applicant is hereby notllied that no International search report will be established and that the declaration under
Artlcle 17(2)(a) to that effect and the writlen opinion of the International Searching Authority are transmitted herewith.

With regard to the protest against payment of (an) addiional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the
applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

D no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

Shortly after the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the
international Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the internationat
application, or of the priority claim, must reach the Internationat Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectively,
betfore the completion of the technical preparations for international publication.

The applicant may submit comments on an informal basis on the written opinion of the International Searching Authority to the
International Bureau. The International Bureau will send a copy of such comments to all designated Offices uniess an
international preliminary examination report has been or is to be established. These comments would also be made available to
the public but not before the expiration of 30 months from the priority date.

Within 18 months from the pricrity date, but only in respect of some designated Offices, a demand tor international preliminary
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority
date {(in some Offices even later); otherwise, the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for entry into the national phase betore those designated Otfices.

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months (or later) will apply even if no demand is filed within 19
months.

See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the applicable time iimits, Oftice by Office, see the PCT Applicant’s
Guide, Volume [i, National Chapters and the WIPQ !nternet site.

Name and mailing address of the International Searching Auihority

<& European Patent Office, P.B. 5818 Patenttaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
. 0 Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

Authorized officer

Stefanie Bilichler
Fax: (+31-70) 340-3016

Form PCT/ISA/220 (October 2005}

(See notes on accomupanvina sheet)



NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are intended to give the basic instructions concerning the fiting of amendments under arlicgl Th
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative Instjlctions
under that Treaty. in case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For more
detailed information, see also the PCT Applicant's Guide, a publication of WIPQ.

" In these Notes, "Article”, "Rule”, and "Section" refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative Instructions, respectively.’

INSTRUCTIONS CONCEHNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The.applicant has, after having received the international search report and the written opinion of the International
Searching Authority, one opportunity to amend the claims of the international application. It should however be emphasized
. that, since all parts of the international application (claims,description and drawings) may be amended during the
international preliminary examination procedure, there is usually no need to file amendments of the claims under Article 19
except where, e.g. the applicant wants the latter to be published for the purposes of provisional protection or has another
reason for amending the claims before international publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional
protection is available in some States only (see PCT Applicant's Guide, Volume I/A, Annexes B1 and B2).

The attention of the appiicant Is drawn to the fact that amendments to the claims under Article 9 are not allowed where
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no international search report would be
established (see PCT Applicant’s Guide, Volume I/A, paragraph 296).

What parts of the international application may be amended?

Under Article 19, only the claims may be amended.

During the international phase, the claims may also be amended (or turther amended) under Article 34 before the
International Preliminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended under

Articte 34 before the International Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the international application may be amended under Article 28 or,
where applicable, Article 41.

When? Within 2 months from the date of transmittal of the International search report or 16 months from the priority date,
whichever time limit expires later. It should be noted, however, that the amendments will be considerad as having
been received on time If they are received by the International Bureau after the expiration of the applicable tima
limit but before the completion of the technical preparations for international publication (Rule 46.1).

Where not to file tha amendments?

The amendments'may only be filed with the International Bureau and not with the receiving Office or the
International Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand for international preliminary examination has been/is filed, see below.

How? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of one
or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on account of an amendment ar
amendments, differs from the sheet originally flled. '

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where a claim is
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In ali cases where claims are renumbered, they must be
renumbered consecutively (Section 205(b)).

The amendments must be made in the language in which the international application is to be published.

What documents must¥may accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)}):
The amendments must be submitted with é letter,

The letter will not be published with the inlernational application and the amended claims. It should not be
confused with the “Statement under Articte 19(1)" (see below, under "Slatement under Article 18(1)").

The letter must be in English or French, at the choice of the applicant. However, if the language of the

international applicaticn is English, the letter must be in English; if the language of the internationa application
is French, the Iett_er must be in French.

Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet) (October 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Atticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220

P23 721'21 WO ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International flling date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year}
PCT/US2007/070516 - 06/06/2007 06/06/2006
Applicant

GENENTECH, INC.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmilted 1o the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This International search report consists of a total of 8 sheets.
It Is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was casried out on the basis of:
the international application in the language in which it was filed

D a transtation of the international application into , which Is the fanguage
of a translation furnished for the purposes of International search (Rules 12.3(a) and 23.1(b}))

b. D This internatlonal search report has been established laking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 81 (Rule 43.6bis(a)).

c. With regard to any nucleotide andf/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. 1.

2. Certain claims were found unsearchable (See Box No. il)
a. [] unity ot invention is lacking (see Box No I}

4. With regard 1o the title,

the text is approved aé submitted by the applicant
D the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With segard to the abstrac'l,
the text is approved as submitted by the applicant

D the text has been establishi_ed. according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. 1V. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. _3e
as suggested by the applicant
D as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure

D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. ]  none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2007)
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= INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Box No.! Nucieotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the ﬁlls/tl%lheél)

I With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed
. inveniion, the international search was carried out on the basis of;

a. type of material

a sequence listing

D table(s) related to the sequence listing

b. format of matesial

on paper

=L

. in electronic form

¢.  time of filing/furnishing
contained in the International application as filed

flled together with the International application in glectronic form

EW

furnished subsequently to this Authority for the purpose of search

2. D In addition, in the case that more than one verslon or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identicai to that in the
application as filed or dees not go bayond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (April 2005)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT | PCT/US2007/070516

ya) /n {ﬂ
Box No.il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item Z/Of itst’'sheet)

- This International search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the tollowing reasons:

1. Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Although claims 1-25 are directed to a method of treatment of the human/animal
body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the
compound/composition.

2. [:] Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specilically:

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. il

Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers allsearchable
claims,

As all searchable claims could be searched without effert justitying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

s [

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search reporicovers
only those claims for which fees were paid, speclfically claims Nos.:

4, No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequentiy, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by cilaims Nos.:
- Remark on Protest D

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

[

The additional search fees were accompanied by the applicant's

protest but the applicable protest
fee was not paid within the time {imit specified in the invitation. ‘

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)
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| pcT/us2007/070516

Patent document Publication Patent family _ Pypfication
cited in search report - date member(s) /7 / date

Us 2006134121 Al 22-06-2006  NONE v

WO 2007070671 A 21-06-2007  NONE

Fomn PCT/ISA/210 (patent famlly annex) (April 2005)



: | PC‘T/usz007/07o51/

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
TNV R61K38/17  R61K39/395 /2[/@

According to International Patent Classification (IPC) or to bolh national classiltcation an‘d IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum decumeniation searched (classification system followed by classification symbols)

AG1K

Documentation searched other than minimum documentation 10 the extent that such documents are included in the lields searched

Electronic data base consulled during the international search (name of dala base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citalion of document, with indication, where appropriaie, of the retevant passages Ralevant 10 claim No.

X NOGUERA IRENE ET AL: "Delta-like ligand 4 1-5,
(D114) is critical for tumor growth and 10-25

angiogenesis.”

PROCEEDINGS OF THE AMERICAN ASSOCIATION

FOR CANCER RESEARCH ANNUAL MEETING, :

vol. 47, April 2006 (2006-04), page 1342,

XP001537721

& 97TH ANNUAL MEETING OF THE

AMERICAN-ASSOCIATION-FOR-CANCER-RESEARCH

(AACR); WASHINGTON, DC, USA; APRIL 01 -05,

2006
ISSN: 0197-016X
abstract
_/7_
Further documents are listed in the continuation of Box C. ’ See patent famlly annex.

" Special categories of cited documents : i .
‘T* later document published after the international filing dale

“an or priority date and nat in conllicl with the application but

A" document defining the general state of the arl which |s not cited to understand the principle or theery underlying the
considered to be ol particular relevance invention

E earllergocumem but published on or after the international “X* dacument of particular relevance: the claimed invantion
filing date .

cannol be considered novel or cannot be considered 10
L dOCUITiI‘BN which may throw doubts on priorly claim(s) or involve an inventive slep when the documenl is laken alone
which is cited 1o establish the publication date of another VIR arti . ;
bk ocument of particu'ar reievance; the claimed Invention
citation or other special reason (as specified) s canhot be considered to involve an inventlve slep when the
*O" document referring to an oral disciosure, use, exhibilion or document is combined with ene or more olher such docu-
other means ments, such combination being obvious 10 a person skilled
*P* document published prior to the Internationat filing date but in the ar,

later than the priority date claimed '&' docurnent member of the same patent family

Datle of tha actual completion of the international search Date of mailing of the intemational search report

7 November 2007 06/12/2007

Name and malling address of the 1SA/
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo , :
Fax: (+31-70) 340-3016 P Kania, Thomas

Authorized officer

Form PCT/ISA/210 (sacand sheet) (April 2005)
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C{Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Arl/

Calegory” | Ciation of document, with indicalion, where appropriate, of Ihe relevant passages

evant 1o claim No.

X PATEL NILAY S ET AL: "Up-reguiation of -/
delta-like 4 ligand in human tumor
vasculature and the role of basal
expression in endothelial cell function”
CANCER“RESEARCH, AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER 'RESEARCH, BALTIMORE, MD, US,

vol. 65, no. 19, October 2005 (2005-10),
pages 8690-8697, XP002452160

ISSN: 0008-5472

the whole document

A : REHMAN AASIA O ET AL: "Notch signaling in
the regulation of tumor angiogenesis”
TRENDS IN CELL BIOLOGY,

vol. 16, no. 6, May 2006 (2006-05), pages
293-300, XP002457721

ISSN: 0962~ ~-8924

A WILLIAMS CASSIN KIMMEL ET AL:
“Up-regulation of the Notch 1igand
Delta-like 4 inhibits VEGF-induced
endothelial cell function"”

BLOOD,

vol. 107, no. 3, February 2006 (2006-02),
pages 931-939, XP002457722

ISSN: 0006-4971

A TAVARES MARIA J ET AL: "Inhibition of
vascuiar endothelium by the Notch-1igand
delta-4 unveils a novel therapeutic
target.”

BLOQD,

vol. 102, no. 11,

16 November 2003 (2003 11-16), page 531a,
XP009091788

& 45TH ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN
SOCIETY OF HEMATOLOGY; SAN DIEGO, CA, USA;
DECEMBER 06-09, 2003

ISSN: 0006-4971

A MAILHOS CAROLINA ET AL: "Deltad, an
endothelial specific Notch ligand
expressed at sites of physiological and
tumor angiogenesis"

NATURE, NATURE PUBLISHING GROUP, LONDON
GB,

vo]. 69, no. 2-3, December 2001 (2001-12),
pages 135-144, XP002452161

ISSN: 0028-0836
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A CLAXTON S ET AL: "Periodic Delta-like 4 5,19
expression in developing retinal arteries”
GENE EXPRESSION PATTERNS, ELSEVIER,
vol. 5, no. 1, November 2004 (2004-11),
pages 123-127, XP004631657
ISSN: 1567-133X
cited in the application
P, X NOGUERA-TROISE IRENE ET AL: "Blockade of L)/// 1-4,6-9,
; D114 inhibits tumour growth by promoting 20-25
non-productive angiogenesis"”
NATURE (LONDON),
vol. 444, no. 7122,
December 2006 (2006-12), pages 1032-1037,
XP002457724
ISSN: 0028-0836
the whole document
P,X RIDGWAY JOHN ET AL: "Inhibition of D114 1-4,
signalling inhibits tumour growth by 6-18,
deregulating angiogenesis” 20-25
NATURE (LONDON),
vol. 444, no. 7122,
December 2006 (2006-12), pages 1083-1087,
XP002457725
ISSN: 0028-0836 |
the whale document
P, X LOBOV I B ET AL: “Delta-like ligand 4 1-9,
(DIT4) is induced by VEGF as a negative 20-25
regulator of angijogenic sprouting” '
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA,
vol. 104, no. 9, February 2007 (2007-02),
pages 3219-3224, XP002457726
ISSN: 0027-8424
the whole document J/
P,X US 2006/134121 Al {THURSTON GAVIN [US] ET 1-4,7,8,
AL) 22 June 2006 (2006-06-22) 10-14,
16-18,
20-25
the whole document
E WO 2007/070671 A (REGENERON PHARMA [US]; \/// 1-4,
NOGUERA IRENE [US]; THURSTON GAVIN [US]; 9-15,17,
GALE N) 21 June 2007 (2007-06-21) 18,20-25
the whole document
Y-
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T SAINSON R C A ET AL: "Anti-D114 therapy:

can we block tumour growth by increasing
angiogenesis?"
TRENDS IN MOLECULAR MEDICINE 2007 UNITED
KINGDOM, :
vol. 13, no. 9, 2007, pages 389-395,
XP002457727
ISSN: 1471-4914
T THURSTON G ET AL: "The Delta paradox:

' DLL4 blockade leads to more tumour vessels
but Tess tumour growth"
NATURE REVIEWS CANCER 2007 UNITED KINGDOM,
vol. 7, no. 5, 2007, pages 327-331,
XP002457728
ISSN: 1474-175X 1474-1768
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1. This opinion contains indications relating to the following items:

& Box No. ! Basis of the opinion

B Box No.ll  Priority

B Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial appiicability
{J Box No. IV Lack of unity of invention

&4

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a){i) with regard lo novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Box No. VI  Certain documents cited

Box No. VIl Certain defects in the international application,

OO X

Box No. VIl Certain observations on the international application

2.  FURTHER ACTION

It a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("[PEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chasen IPEA has notifed the

International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority
will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered 1o be a writtan opinion of the IPEA, the applicant is inviled to

submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/220 or before the expiralion of 22 months from the priority date,
whichever expires later.

Far further options, see Form PCTASA220.

3. For further details, see noles to Form PCTASARZ20.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2 O7/C\70516

VYT

Box No.1 Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
X the international application in the language in which it was filed

[3 atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international apptication and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material
a sequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material: _
(1 on paper
& in electronic form
c. time of filing/fufnishing:
O contained in the international application as filed.
X filed together with the international application in electronic form.

O furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy ¢f a sequence listing andir table relating thereto

has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Box No. 1l Priority

1. @ The validity of the priority claim has not been considered because the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date {Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. O This opinion has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority ciaim

has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:

Cmrma DOTICAINTT JAa ANNSY




WRITTEN OPINION OF THE Interational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2007070516

A

Box No il  Non-establishmeni of opinion with regard to novelty, inventive step dhd mdn\stnal
applicability :

The guestions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to De industrially applicable have not been examined in respect of

O
&

the entire international application

claims Nos. 1-25 partially

because:

&

the said international application, or the said claims Nos. 1.25 partially relate lo the following subject
matter which does not require an international search (spec:fy)

see separate sheet

the description, claims or drawings (indicale particular elements below) or said claims Nos.  are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify).

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specily):

no international search report has been estabiished for the whale application or for said claims Nos.

a meaningfut opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the Internatlonal Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

U turnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b).

a meaningfui opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
gdid not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Autharity in a form and manner acceptable to it.

the tables related to the nucleotide and/or amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
compiy with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See Supplemental Box for further details
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/USQOO?ZD_70516

LN

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, mventwe step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) "~ Yes: Claims 2,5-25
No: Claims 1,34
Inventive step (1S) Yes: Claims 7-9

No: Claims 2,56,10-25

Industrial applicability (IA) Yes: Claims
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)

and /or

2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210
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WRITTEN OPINION OF THE Internatign plication No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) P@US2 07/070516

The present written opinion refers to the following documents cited in the search report:

D1i:

Dz:

D3:

D4:

D5:

DG&:

D7:

D8:
D9:

NOGUERA IRENE ET AL: "Delta-like ligand 4 (Dll4) is critical for tumor growth and
angiogenesis." PROCEEDINGS OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER
RESEARCH ANNUAL MEETING, vol. 47, April 2006 (2006-04), page 1342, & 97TH ANNUAL
MEETING OF THE AMERICAN-ASSCOCIATION-FOR-CANCER-RESEARCH (AACR);
WASHINGTON, DC, USA; APRIL 01 -05, 2006 ISSN: 0197-016X

PATEL NILAY S ET AL: "Up-regulation of delta-like 4 ligand in human tumor vasculature and
the role of basal expression in endothelial cell function” CANCER RESEARCH, AMERICAN

ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, BALTIMORE, MD, US, vol. 65, nc. 19, October

2005 (2005-10), pages 8690-8697, ISSN: 0008-5472

REHMAN AASIA O ET AL: "Notch signaling in the regulation of tumor angiogenesis"
TRENDS IN CELL BIOLOGY, vol. 16, no. 6, May 2006 (2006-05), pages 293-300, ISSN:
0962-8924

CLAXTON S ET AL: "Periodic Delta-like 4 expression in developing retinal arteries” GENE
EXPRESSION PATTERNS, ELSEVIER, vol. 5, no. 1, November 2004 (2004-11), pages 123-
127, ISSN: 1567-133X cited in the application '

NOGUERA-TROISE IRENE ET AL: "Blockade of DIl4 inhibits tumour growth by promoting
non-productive angiogenesis" NATURE (LONDON), val. 444, no. 7122, December 2006

 (2006-12), pages 1032-1037, ISSN: 0028-0836

RIDGWAY JOHN ET AL: "Inhibition of DIl4 signalling inhibits tumour growth by deregulating
angiogenesis”" NATURE (LONDON), vol. 444, no. 7122, December 2006 (2006-12), pages
1083-1087, ISSN: 0028-0836 _
LOBOV | B ET AL: "Delta-like ligand 4 (D!l4) is induced by VEGF as a negative regulator of
angiogenic sprouting" PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF
THE UNITED STATES OF AMERICA, vol. 104, no. 9, February 2007 (2007-02), pages 3219-
3224, ISSN: 0027-8424

US 2006/134121 A1 (THURSTON GAVIN [US] ET AL) 22 June 2006 (2006-06-22)

WO 2007/070671 A (REGENERON PHARMA [US]; NOGUERA IRENE [US]; THURSTON
GAVIN {US]; GALE N) 21 June 2007 (2007-06-21)

Subject-matter of the application

The application relates to the use of DLL4-antagonists (e.g. antibodies) in the
treatment of cell proliferative disorders, e.g. cancer, inhibition of angiogenesis by
inhibition of endothelial cell differentiation. DLL4 binds the notch receptor and is
involved in notch signalling. |

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)




WRITTEN OPINION OF THE /L/)( J<Imemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/070516

Reltemill:  No opinion on industrial applicability
Claims 1-25 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.9(iv) PCT. Conseguently, no opinion wili be formulated with

respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article
34(4)(a)(l) PCT).

Re ltem V: Novelty, Inventive step, Industrial applicability
1.  Forthe assessment of the present claims 1-25 on the question whether they are
-industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPQO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

2. Present claims 1, 3, and 4 appear to lack novelty in the light of D1 (Article 33(2) .
"~ PCT)

D1 discloses the use of a DLL4 antagonist (DLL4-Fc) in tumors, which leads to

reduced tumor growth, more highly branched tumor vessels, and networks with dense
vascular sprouting.

3. The subject-matter of claim 17 has not explicitly been disclosed in the prior art. in the
light of the well-known interaction of DLL4 and other pro-angiogenic factors, e.g.
VEGF (see e.g. D3, page 296/297, bridging paragraph), it has to be considered as
obvicus to combine such factors to enhance the desired effect (Article 33(3) PCT).

Further, the subject-matter of dependent claims 2, 5, 10-16, 20-25 does not appear to
be inventive in the light of general knowledge in the art and the cited disclosures D3
and D4 (Article 33(3) PCT).

4. The subject-matter of present claim 6 appears to lack an inventive step in the light of
D2 (Article 33(3) PCT). D2 discloses the knockdown of endogenous DL.L4
expression levels by RNAI in endothelial cells. This leads to reduced endothelial cell

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE | (-l Y!/lntemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING '

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/070516

proliferation, migration, and network formation.

In can thus be assumed that the skilled person wishing to stimulate endothelial cell
>proliferation would increase the level of DLL4 expression using either overexpression
of DLL4 or a DLL4 agonist as done in claim 6.

5. The subject-matter of claims 7-9 appears to be novel and inventive in the light of the
cited prior art.

Re Item Vi: Certain documents cited
This preliminary opinion is being established under the assumption that the entire
subject-matter is entitled to the claimed priority. If this is not the case, the "P/X" and
"E"-documents cited in the search report (D5-D9) may have to be considered for
novelty and/or inventive step in addition to the document cited above.

Farm PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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Possible steps after receipt of the international search repoﬁL(‘l SR) and
written opinion of the International Searching Authority (WO-1SA)

General
information

Amending claims
under
Art. 19 PCT

Filing a demand
for international
preliminary
examination

Filing informal
comments

End of the
international -
phase

Relevant PCT
Rules and more
information

For all international applications filed on or after 01/01/2004 the competent
ISA will establish an ISR It is accompanied by the WO-ISA Unlike the
former written opinion of the 1PEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities.

Within 2 months after the date of mailing of the 1SR and the WO-1SA the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of WIPQ. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as
form PCT/1S/A/ 220 and the corresponding Notes to form PCT/1SA/220.

in principle, the WO-ISA will be considered as the written opinion of the
IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for
international preliminary examination. |f the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/ WO-ISA or 22 months after priority
date, whichever expires later (Rule 54bis PCT), Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the IPEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT).

If a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-1SA will be transformed
by the {PEA into an IPRP {International Preliminary Report on Patentability)
which would merely reflect the content of the WO-1SA. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT). '

After receipt of the [SR'WO-1SA the applicant may file informal comments
on the WO-1SA directly with the International Bureau of WIPQ. These
will be communicated to the designated Offices together with the |PRP
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
priority date. Please alsc refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will
transform the WO-ISA or, if a demand was filed, the written opinion of the
IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The IPRP replaces the former
IPER (international preliminary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bts PCT, PCT Newsletter
1272003, QJ 11/2003, OJ 12/2003




Bitte beachten Sie, dass angefihrte Nichtpatentliteratur (wie z. B.
wissenschaftliche ocder technische Dokumente) je nach geitendem Recht
dem Urheberrechtsschutz und/oder anderen Schutzarten flr schriftliche
Werke unterliegen konnte. Die Vervielfaltigung urheberrechtlich
geschutzter Texte, ihre Verwendung in anderen elektronischen oder
gedruckten Publikationen und ihre Weitergabe an Dritte ist ohne
ausdriickliche Zustimmung des Rechtsinhabers nicht gestattet.

Veuillez noter que les ouvrages de la littérature non-brevets qui sont
cités, par exemple les documents scientifiques ou technigues, etc.,
peuvent étre protégés par des droits d'auteur et/ou toute autre protection
des écrits prévue par les légisiations applicables. Les textes ainsi
protégés ne peuvent étre reproduits ni utilisés dans d'autres publications
électroniques ou imprimées, ni rediffusés sans l'autorisation expresse du
titulaire du droit d'auteur. |

Please be aware that cited works of non-patent literature such as
scientific or technical documents or the like may be subject to copyright
protection and/or any other protection of written works as appropriate
based on applicable laws. Copyrighted texts may not be copied or used
in other electronic or printed publications or re-distributed without the
express permission of the copyright holder.
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From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT . To:

NOTIFICATION CONCERNING KALINOWSKI, Grant
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Genentech, Inc.

OF PRIORITY DOCUMENT 1 DNA Way, MS-49
: South San Francisco, California 94080

ETATS-UNIS D'AMERIQUE
(PCT Adnunistrative Instructions, Section 411)

Date of mailing (day/month/year)

29 August 2007 (29.08.2007)
Applicant’s or agent's file reference ' R i -

- P2372R1 WO ’ IMPORTANT NOTIFICATION

Intemnational application No. Imemational filing date (dav'monthiyear)

PCT/US2007/070516 . 06 June 2007 (06.06.2007)
International publication date (day/month/vear) Priority date (day/month/year}

Not yet published 06 June 2006 (06.06.20086)
Applicant ]

GENENTECH, INC. et al

By means of this Form, which replaces any previously issued notificalion concerning submission or transmittal of priority
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Bureau of the priority documeni(s) relating to
all carlier appliccllion(s) whose priority 15 claimed. Unless otherwise indicated by the letters “NR", in the nght-hand column or by an
asterisk appearing next to a date of receipt, the priority document concerned was subimitted or t1 ausmmed to the Intermational Burcau
in compliance with Rule 17.1(a) or (b).

. (If applicable} The letters “NR" appearing in the righi-hand column denote a priority document which, on_the date of mailing of

this Form, had not yect been received by the International Bureau under Rule 17.1{a) or (b). Where, under Rule 17.1(a), the
priority document must be sebmitted by the applicant to (he receiving Office or the International Bureau, but the applicant faifs to
submil the priority document within the applicable thne limit under that Rule, the attention of the .1|)|)l1mnl is directed to Rule
[7.1¢c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim cencerned before gmng the applicant an
opportunity, upon entry inte the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the
circumstances.

(If applicable)An asterisk (*) appearing next to a date of receipt, i the right-hand column, denotes a priority document submitted

-or transmitted to the International Bureazu but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) (the priority document was reccived
after the time limit prescribed in Rule 17.1(a) or the request to prepare and transmit the priority document was submilled to the
receiving Office after the applicable time limit under Rule 17.i(b)). Even though ihe priority document was not furnished in
compliance with Rule 17.1(a) or (b), the International Bureau will ncvertheless transmit a copy of the document to the designated
Offices, [or their consideration. In case such a copy 1s not accepted by the designated Office as the priority document, Rule 17.1(c)
provides that no designated Office may disregard the priority clann concerned before giving the applicant an opportunity, upon enlry
into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the circumstances.
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The fiiing of this requast canstitutes
under Rule 4.9(a), the designation of
all Contracting States bound by the
PCT on the international filing date,
for the grant of every kind of
protection available and, where
applicable, for the grant of both
reglonal and national patents.
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Vi1 Priority claim of earller national
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application -
Filing date

Number

Couniry

06 June 2006
60/811,357
us

(06.06.2006)

Vi-2

Vi-2-1
vi-2-2
VI-2-3

Priority claim of earlier national
application '

Filing date
Number

Country

21 November 2006
60/866,767
us

(21.11.2006)

VI3

Priority document request

The receiving Office is requested to
prepare and transmit 1o the Intemational
Bureau a certified copy of the earlier
application{s) identified above as
tem(s):

vVI-1, VI-2

Vi-4

Incorporation by reference :

where an element of the intemational
application referred to in Aricle
11{1){iil)(d} or (&) or a part of the
description, claims or drawings referred
to in Aule 20.5(a) is not otherwise
contained in this international application
but is completely contained in an earlier
application whose priority is claimed on
the date on which one or more elemants
referred to in Adicle 11(1)(iii) wera first
received by the receiving Office, that
element or part is, subject 1o
confimation under Rule 20.5,
incorporated by reference in this interna4
tional'application for the purposes of
Rule 20.6.

Vi1

International Searching Autharity
Chosen

European Patent Office

(EPO) (ISA/EP)

VI
Vil-1

vil-2

Viti-3

Vin-4

Vill-5

Declarations

Number of declarations

Declaration as 1o the idenlity of the
inventor

Declaration as to the applicant’s
entitlement, as at the international filing
date, 10 apply for and be granted a
patent

Declaration as to the applicant's
entittement, as at the international filing
date, to claim the priority of the earlier
application .

Declaration of inventorship (only for the
purpcses of the designation of the
United States of America)

Declaration as to non-prejudicial
disclosures or exceptions to lack of
novelty
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tional application)
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application :
X-1 Signature of applicant, agent or / G‘rant KALINOWSKI . Reg . No. 48 , 314 /

common representative
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Strest Address: 1 DNA Way
Internal Address: MS-49
El" . South San Franclsco
Staw/Country: CALIFORNIA | ‘ , r
|[Postal Code: |le40g0 '
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PROPERTY NUMBERS Total: 1

Property Type Number
Application Numbar: 80811357

CORRESPONDENCE DATA

Fax Number: (650)952-9881
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Phone: ’ 6504676222
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S Wuockemo. PR2372
ASSIGNMENT %

4

WHEREAS, Mmhong Yan, a citizen of the USA residing at 411 Nantucket Street, Foster CllY CA
94404 (hercmafter "ASSIGNOR“), has invented a new and useful invention in

COMPOSITIONS AND METHODS FOR MODULATING VASCULAR DEVELOPMENT

for which a provisional application Serial No, 60/811,357, {Docket No. PR2372) has been filed on-June 6,
2006; and

WHEREAS, GENENTECH, INC.,, a corporation organized and existing under and by virtue of the laws
of the State of Delaware, having a place of business at | DNA Way, South San Francisco, California 94080-

4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and in and to the Letters Patents to be
obtained therefor;

:‘ "NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;‘

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged the sald
ASSIGNOR has and does hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC.,
successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the Pans
Convention for the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any and all Letters
Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or substitute thereof, and as to
Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and in the United States of America, its

‘territories and possessions, but for, to and in all other countries; and it has been and is hereby authorized and

requested that the appropriate government agencies issue said Lctters Patents to said GENENTECH, INC.,
accardance with this Assignment.

Said ASSIGNOR covenants and agrees to cooperate with GENENTECH, INC | to enable said
GENENTECH, INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the United
States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNOR includes prompt production of pertinent
facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths, specifications, declarations or other
papers, and other assistance all to the extent deemed necessary or desirable by said GENENTECH, INC,, (a) for
perfecting the right, title and interest herein conveyed; (b) for prosecuting any of said applications; (¢) for filing
and prosecuting applications for reissuance of any of said patents; (d) for interference or other priority
proceedings involving said invention; and (e) for legal proceedings involving said invention and any
applications therefor and any patents granted thereon, including without limitation opposition proceedings,
cancellation proceedings, priority contests, public use proceedings, mﬁ'mgement actions and court actions;
provided, however, that the expense incurred by said ASSIGNOR in prowdmg such cooperation shall be paid
for by said GENENTECH, INC.. ‘

* The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH, INC,, its

successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said ASSIGNOR, his/her
. respective heirs, legal representatives and assigns.

N

Said ASSIGNOR hereby warrants and représents that he/she has not entered and will not enter into any
assignment, contract, or understanding in conflict herewith. '

IN WITNESS WHEREOF [ undersign as follows;

Soﬁth San Francisco: - % E,.A _k
h=30~ 2oy g / : 4.

Date Name: Minhong Yan O \/
213963 ‘
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1. Name of conveying party(ics): ' ' 2. Name and address q(rgéciviné party(ies):
Minhong Yan, Foster City, CA Name: GENENTECH, INC,

‘ Internal Address:
Additional name(s) of conveying party(ies) attached? _Yes X No -

Street Address: 1 DNA Wa}[ _
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- [X] Assignment , Mefger
Security Agreement '
Change of Name
Other:

Execution Date: 04-DEC-2006

4, Apphcatnon number(s) or patent nurnber(s)
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Grant Kalinowski : _ Enclosed
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1 DNA Way - . | X Authorized to be charged to deposit account
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DO NOT USE THIS SPACE
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. Attorney Dogket No. PRI{.372-I
ASSIGNMENT Q 1174

WHEREAS, Minhong Yan, a citizen of the USA residing at 411 Nantucket Street, F oster City, CA
94404 (heremaﬁer “ASSIGNOR“), has mvented a new and useful invention in

COMPOSITIONS AND IV[ETHODS FOR MODULATING VASCULAR DEVELOPMENT

for which a provisional apphcatlon Serial No. 60/866,767, (Docket No. PR2372-1) has been ﬁled on 21-NOV-
2006; and

WHEREAS, GENENTECH, INC,, a dorporatiou organized and existing under and by virtue of the laws
of the State of Delaware, having a place of business at | DNA Way, South San Francisco, California 94080-

4990, is desirous of acquiring an mterest in and to said invention, and in and to the Letters Patents to be
obtamed therefor;

NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged, the said
ASSIGNOR has and does hereby sell, assign, transfer and set-over unto the said GENENTECH, INC,, its
successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the Paris
Convention for the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any and all Letters
Patents to be granted and issued therefor or any continuation; division, renewal, or substitute thereof, and as to
Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and in the United States of Ainerica, its
territories and possessions, but for, to and in all other countries; and it has been and is hereby authorized and

2quested that the appropriate government agencies issue said Letters Patents to said GENLNTECH INC,,
accordance with this Assignment.

Said ASSIGNOR covenants and agrees to cooperate with GENENTECH, INC., to enable said
GENENTECH, INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the United
States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNOR includes prompt production of pertinent
facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths, specifications, declarations or other
papers, and other assistance all to the extent deemed necessary or desirable by said GENENTECH, INC., (a) for
perfecting the right, title and interest herein conveyed; (b) for prosecuting any of said applications; (¢} for filing
and prosecuting applications for reissuance of any of said patents; (d) for interference or other priority
proceedings involving said invention; and (e) for legal proceedings involving said invention and any
applications therefor and any patents granted thereon, including without limitation opposition proceedings,
cancellation proceedings, priority contests, public use proceedings, infringement actions and court actions;
provided, however, that the expense incurred by said ASSIGNOR in providing such coopcratmn shall be paid
for by said GENENTI;;CH INC. :

The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of .said GENENTECH, INC., its
"lccessors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said ASSIGNOR, his/her
«espective heirs, legal representatives and assigns.

Said ASSIGNOR hereby wartants and represents that he/she has not entered and will not enter into any
assignment, coftract; or understanding in conflict herewith.

IN WITNESS WHEREOF 1.undersign as follows;

South San'F{ancisco: : . M J\ '
2wl o, - a2 W) VSV [y i
Date v ' Name: Minhong Yan _ O U ,

3122
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State of California

A )
County of S o Med Lo

SS.

s / N =
on f/(’ Y r__'f;.\/if')(",\’_ (s , A
Date

personally appeared _

before me,

T o f'?u_q, N

M g Micied G .
Name and Title of Qificor {e.g., "Jane Doe, Notary Public”)
. ’ i
Coedin T e

ph

=l

25> My Comm. Ex

Commission # 1455662 ¢

Notary Pubtic - Califomia 2 /
Son Mateo County

res Dec 9, 2007§

g

d Nameqs) of Signer(s) [f/

[} personally known to me
I proved to me an the basis of satisfactory
evidence

to be the person{s} whose name{s} is/are
subscriped to the within instrument and
acknowledged o me that hefshefthey-executed
the same in histherftheir authorized
capacity{iesy, and that by histhertheir
signature{e¥ on the instrument the persongs), or
ihe entity upon behalf of which the person(s)
acted, executed the instrument.

WlTNESS_,mi; hand and official seal.
iy )7

Fd
( PR J Ay

Signature of Notary Publig’:)

r

A

OPTIONAL

~ Though the information below is not reguired by law, it may prove valuable to persons relying on the document and could prevent

~. fraudulent removal and realtachment of this form to another document.

.
Description ot Attached Document

Title or Type of 5‘ocug1ent:

Document Date: L

Number of Pages:

S

Signer(s) Other Than Named Abové:-.. _

e
~

Capacity(ies) Claimed by Signer -

Signer’s Name:

.,
.

{J Individual
[0 Corporale Officer — Title(s):

RIGHT. THUMEPRINT
1.1 OF SIGNER '
~. Top of thumb here

d Partner — J Limited O General
(1 Attarney-in-Fact

O Trustes

O Guardian or Conservator

0 Other:

Signer Is Representing:

© 1939 National Notary Asscciation + 9350 De Soto Ave., R.O. Box 2402 + Chatsw

Prod. No. 5207
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ronh, GA 91312-2402 - wwnw.nationainctary.ofg

Raoder. Call Tol-Free 1-800-876-6827

JE



PODER

Yo (nosotros)

domiciliado(s) en

Nombro{amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
y/lo BEATRIZ JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO
FASTMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogotd,
Colombia, apoderados verdaderos y legales ‘con poder

- especial, amplio y suficiente, para recabar de las oficinas y

—

T

¢utoridades colombianas administrativas, judiciales y de
policia, en cualquier instancia o recurso, la obtencién de
patenles’ de invencidn, registros de marcas, disefios
industriales, modelos de utllidad, depdsitos de nombres
comerciales y enseias, registros de derechos de autor y
contratos sobre los ‘mismos, obtencién de certificados de
obtentor de variedades vegetales, asi como sus prorrogas,
renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre
> domicilio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
' .encia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como

[ecurse ante cualquier juez, corporacién, funcionario publico

. 0 ‘autoridad en acciones judiciales, administrativas y de

policia tales como: oposiciones al registro de marcas;
acciones de caducidad, cancelacion y nulidad; acciones
reivindicatorias, acciones derivadas de la obtencién o
explotacién de licencias; acciones de competencia desleal;
demandas penales; acciones de indemnizacion de
perjuicics, reclamos y observaciones a solicitudes de
patentes, disefos industriales, modelos de utilidad, en el
. ejercicio de medidas cautelares y en otras acciones o
medidas similares.

A este efecto, lofs) faculto{amos) para elevar solicitudes,

formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas vy

~ravamenes prescritos por ia ley; renunciar o desistir a

Zrechos concedidos 0. en curso de concesion; recibir toda
clase de documentos y vaiores, dando el descargo
respeclivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
lodos los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
(nuestros intereses), con todas las demds facultades legales
necesarias.

. Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar en
mi {nuestro) nombre lo actuado asf como la facultad de
* desistir, transigir, comprometer, y la de sustituirlo en todo o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro(amos)
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o
HECTOR GOMEZ MEJIA,, domiciliado(s) en la Carrera 7
No. 16-56 Piso 9, mis (nuestros) apoderados en Colombia,

con facultades para recibir notificaciones y designargs

apoderados judiciales o extrajudiciales.

Otorgado y firmado en

- i de [ Er lo Notariy 253 ?
y . ;o;ﬁo_la presem:gz?:::uia tueT fui(r:cril "‘-h it
- gmnlquesehatenidoulu visto, g :'
g1k
o 12 s, 2008 |
e NOTARIO CU. |
2209, D.C. Colombio &
~_Norby Femand;?&;ra S.

T ——r

Brigard « Castro
BOGOTA - COLOMBIA

. domiciled in

demandante o como demandado en cualquier instancia y~

-7

POWER OF ATTORNEY
I {(We) Genentech, Inc.
1 DNA Way
Seuth San Francisco, California 94080-4990

USA

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogotg, Colombia, my {our) true and fawful attorneys with
special, ample and sufficient power to obtain from the
Colombian administrative, judicial and police offices and
authorities, in any instance, privileges of patents of
invention, registration of trademarks, industrial designs and
ulility models; registration of commercial names and
emblems, registration of copyright and contracts related
thereto, certificates of obtainers of vegetables varieties, as
well as extensions, renewals and recordal of assignments
and changes of name and domicile related io the above; to
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act
as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authority in
judicial, administrative and police actions, such as:
oppositions to the registration of trademarks; caducity,
cancellation and nullity actions; claim actions derived from
the obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claims or observations on patent applications,
models, industrial designs and utility models; in the exercise
of preventive measures and in other actions or similar
proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullitiess, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessmenis prescribed by law,
renounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other
necessary legal powers.

This power includes the facully to ratify or confirm desist,
settle and compromise on my (our) behalf, and to substitute
this power in whole or in part and to revoke substitutions. At
the same time | (We) hereby appoints JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16-56, Piso 9,
my  (our) attorney(s) in fact, with powers to receive
otifications and to designate judicial and exlrajudicial
attorneys.

South San i?rancisc'o, California

fignted and signed in - USA

Signature  ~ ﬂ)

Name Iimothy R. Schwartz,

Ph, D.

Title Section Patent Counsel

Authprized Corporate Signatory
Genentech} Ine,



AUTHORIZATION

Genentech, Inc. hereby authorizes any of Janet E. Hasak, Mark T. Kresnak, Jeffrey S.
Kubinec and Timothy R. Schwartz, for so long as they remain employees of Genentech,

~Inc., to execute, on its behalf, any submissions associated with the filing, prosecution,

granting, and-extension and maintenance of grant of patent and trademark applications in
the U.S. and foreign countries, contracts relating to biological deposits with the American
Type Culture Collection, and assignments to publishers of copyrights covering works
authored by Genentech employees. |

August 27, 2002 /Sﬂo.gw}pﬁm.axbﬂ__

Dated Sean A. Johnston
Vice President,Intellectual Property
Genentech, Inc.




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por Genentech,
Inc. domiciliada en 1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990,

Estados Unidos de América.

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Ociubre de 1961)

1 Pais: Estados Unidos de América
Esta documento publico
ha sido firmado por AIDA MICLAT GUIAM
actuando en capacidad de Notario PUblico, Estado de California |
lleva el sello/timbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Publico
estado de California

CERTIFICADO

en Sacramento, California

el 15 de diciembre de 2005

por el Sedretario de Estado Delegado, Estado de California
No. 267083

Sello/Timbre

© © N oo

10.  Firma

(Firma)

Secretario de Estado
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RECONOCIMIENTO TODO-PROPOQOSITO DE CALIFORNIA

Estado de California )
} ss.
Condado de San Mateo )

El 8 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, aparecié personalmente
Thimoty R. Schwartz

{0 a quien conozco personalmente

quien demostré ante mi en base a
evidencia satisfactoria ser la persona cuyo
nombre esta suscrito en et instrumento vy
quien reconocié ante mi que ejecuto el
COMI.SION#M%S.GQ. mismo en su capacidad autcrizada, y que
Notario Publico-California . .
Condado de San Mateo por su firma en el instrumento la persona o
Mi comision expira Dic. 9 de 2007 la entidad a nombre de la cual ia persona
actuo, ejecuto el instrumento.

Hay un sello gue dice:
AIDA MICLAT GUIAM

Atestigua mi firma y sello oficial,

AIDA MICLAT GUIAM

(0] [0 —

Aungue 1a Informacion en esta seccion no es requerida por la ley, puede probar ser valiosa para las personas que se basan en el documento y puede
prevenir la remogidn y readhesidn fraudulenta de esta forma a ofro documento

Descripcion adicional de cualquier documento anexo

Titulo o tipo de documento:

Fecha del Documento: L Namero de paginas:
Firmante(s) diferente(s) a (los) nombrado(s) arriba:

Capacidad(es) Reivindicada(s) por el {los} firmante{s)
Nombre del firmante: :

O Individuo

[ Funcionario Corporativo — Titulo(s):
0 Socio - O Limitado [ General Huella Indice

(3 Abogado de hecho derecho del firmante

[J  Fideicomisario Parte alla del dedo aqui
1 Guardian o conservador
O Otre:

El firmante representa;




AUTORIZACION

Genentech, Inc. por la presente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T.
Kresnak, Jeffrey S. Kubinec y Thomity R. Schwartz, mientras permanezcan como
empleados de Genentech, Inc., a ejecutar,' a su nombre, cualquier solicitud
asociada con presentacion, procesamiento, consecucion, y extension y
mantenimiento de concesion de solicitudes de patente y marca registrada en los
Estados Unidos y paises extranjeros, contratos relacionados con depdsitos
biolégicos con la Coleccién Americana de Tipo de Cultivo, y cesiones a publicistas

de derechos de autor que cubran los trabajos de autoria de los empleados de
Genentech.

27 de Agosto de 2002 {(Firma)
Fechado Sean A. Johnston

Vicepresidente, Propiedad Intelectual

Genentech, Inc.
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(Tertified

at Dover, Delaware

the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State
No. 0254030

Seal/Stamp: 10. Signature:

Secretary of State
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The ‘First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN

THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9

O'CLOCK A. M.

ww )ézwu/t&’ug//’f ol d g
Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 3900384
. DATE: 05-24-05

2112549
050426506
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AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECI_L INC.

Gencaotech, Inc. (the “Corporation”), a corporation organized and existing -
under and by virtue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
_does hereby amend the Certificate of Incorporation of the Covporation, which was
originally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
inc.”, and subsequenuy amended.

* The Certificate of Incorporation of the Corporation is hereby rcstated and
further amended to read in its entirety as follows:

ARTICLE 1

The name of the Corporation is: Genentech, Inc.

ARTICLEZ2

. The address of the registered office of the Corporation ia the Statc of

‘ Delaware is Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of New Castle, Delaware 19805, The name of its registered
agent at such address is Corporation Service Company.

-~

ARTICLE3

The purpose of the Corporation is to engage in any lawfil act ov activity
for which corporations may be organized under the General Corporation Law of
the State of Delaware as the same exists or may hereafter be amended (“Delaware
Law™). ‘ ‘

STATE OF DELAWARE
SECRETARY OF STATE
DIVISION OF CORPORATIONS |
FILED 08:00 AM 07/22/1599

991302331 - 2112549
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ARTICLE4

SECTION 4.01. Capital Stock. (u) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock 1o be designated, respectively, preferred stock and common
stock, The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
four hundred million {(400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™. Three huadred million (300,000,000) shares shall be designated
common stock, par value $0.02 per share (“Commeon Stock™ The Commeon
Stock of the Corporation shall be all of one class.

(b) The number ol authorized shares of any class or classes of stock may
be increased or decreased (but not below the number of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vate of a imajority in voting power of the
outstanding stock of the Corporation erititled to vote thereon irrespective of the
provisions of Section 242(b)(2) of Delawars Law.

SecrioN 4.02. Common Siock. (a) Issuance and Considerarion. Any
unissued or treasury shares of the Common Stock may be issued for such
consideration as may be fixed in accordance with applicable law from time to
ume by the Board of Directors.

(b) "Dividends. Subject to the rights of holders of the Preferred Stack,
the holders of the Common Stock shall be entitled to receive, when and as
declaved by the Board ol Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable either in cash, in property, or in
shares of stock and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to
participate in any such dividends (unless otherwise provided by the Board of
Directors in any resolution providing for the issue of a series of Preferred Stock).

SBCTION 4.03. Preferred Stock.

(8) Series and Limits of Variations between Series. Any unissued or
treasury shares of the Preferred Stock may be issued from time to time in one or
more series for such consideration as may be fixed from titne to time by the Board
of Directors. Before any shares of Preferred Stock of any particular series shall be
issued, a certificate shall be filed with the Secretary of State of Delaware setting
forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attached
to the Preferred Stock of such series and such other matters as may be required,
and the Board of Directors shall fix and determiue, and is hereby expressly
empowered to fix and determine, in the manner provided by law, the particulars of




P/
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(he sharcs of such series (so far as not inconsistent with the provisions of this
Article 4 applicablc to all series of Preferred Stock), including, but not limited to,
the following; -

(i) the distinctive designation of such series and the number of
shares which shall constitute such scries, which number may be increased
(except where otherwise provided by the Board of Directors in creating
such serjes) or decreased (but not below the number of shares thereof then
ourtstanding) from time to time by like action of the Board of Directors:

(ii) the annual rate of dividends payable on shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall be cumulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shall be cumulative;

(1if) whether such series shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by law and. 1f so, the terms of such voting rights;

(iv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the texmns and conditions of such conversion, in¢luding, but not limited
to, provision for adjusttnent of the conversion rate upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall determine; -

(v) whether or not the sharcs of such series shall be redecmable
and, if so, the terms and conditions of such redemption, including the date
or dates upon or after which they shall be redeemable, and the amount per
share payable in case of redemption, which amount may vary under
different conditions and at different redemption dates;

(vi) whether such series shall have a sinking fund for the
redemption or purchase of shares of that series and, if 5o, the terms and
amount of such sinking fund;

(vii) the righis of the shares of such series in the event of

* voluntary or involuntary liquidation, dissolution or winding up of the

Corporation, and the relative rights of priority, if any, of payment of shares
of that series; and

(viii)  any other relative rights, preferences and limitations of such
series.
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SECTION 5.01. Amendmeni of Bylaws by Direclors. (a) In furtherance and
nol in limitation of the powers conferred by statute, the Board of Directors is
expressly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof.

ARTICLL S

(b) Sections 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, and 5.06 of the
bytaws may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

(c) Sectlons 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amendecd, repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock
entitled 1o vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be

voizd thereon.

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of Incorporation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended,
repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock entitled
to votc therzon representing more than 60% of the shares entitled to be voted
thereon. Section 5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of Incorporation
may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of
holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than 90% of the
shares entitled to be voted thereon.

ARTICLE 6

SECTION 6.0). Election of Direcrors by Holders of Preferred Stock.

During any period when the holders of any Preferred Stock or any one or more

series thereof, voting as a class, shall be entitled to elect a specified number of

‘directors, by reason of dividend arrearages or other provisions giving them the

right to do so, then and during such time as such right continues (i) the then
otherwise authorized number of directors shall be increased by such specified
number of directors, and the holders of such Preferred Stock or such series
thereof, voting as a class, shall be entitled to elect the additional directors so
provided for, pursuant to the provisions of such Preferred Stock or series; (i) each
such additional director shall serve for such term, and have such voting powers, as
shall be stated in the provisions pertaining to such Preferred Stock or series; and
(iii) whenever the holders of any such Preferred Stock or series thereof are

Rt
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divested of such rights to elect a specified number of directors, voling as a class,
pursuant to the provisions of such Preferved Stock or series, the terms of office of
all dirccrors elected by the holders of such Preferred Stock or series, voting as a
class pursuant 1o such provisions or elected 1o filf any vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such
Prelerred Stock or series, shall forthwith terminate and the authorized number of
directors shall be reduced accordingly.

SECTION 6.02. Ballots. Elections of directors at an annual or special
meeting of stockholders need not be by written ’oaﬂot unless the bylaws of the
Corporation shall provide otherwise.

SECTION 6.03. Elimination of Certain Personal Liability of Directors. (a)
A dircctor of the Corporation shall not be liable to the Corporation or its
stockholders for monetary damages for breach of [iduciary duty as a director to
the fullest extent permitied by Delaware Law.

(b) Each person (and the heirs, executors or administrators of such
person) who was or is a party or is threatcned to be made a party to, or is involved
in any threatened, pending or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was a director of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corporation us & director of another corporation, partnership, joint venture, trust
or other entefprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fullest extent permitted by Delaware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporation the expenses incurred in connection with any such procesding in
advance of its final disposition to the fullest extept authorized by Delaware Law.

The right to mdemmﬁcauon conferred in this Section 6.03 shall be a contract
right.

(¢) The Corporation may, by action of its Board of Divectors, provide
indemnification to such of the officers, employees and agents of the Corporation
1o such extent and to such effect as the Board of Directors shall detcrmine to be
appropriate and authorized by Delaware Law.

(d) The Corporation shall have power to purchase and maintain
msurance on bebalf of any person who is or was a director, officer, employee or
agent of the Corporation, or is or was serving at the request of the Corporation as
a director, officer, employee or agent of another corporation, partnership, joint
venture, trust or other enterprise agaiast any expense, liability or loss incurred by
such persun in any such capacity or arising out of his status as such, whether or
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not the Corporalion would have the power to indemnify him against such liability
under Delaware Law.

(e) The rights and authority conferred in this Section 6.03 shall not be
exclusive of any other right which any person may otheswise have or hereafter
acquare. ‘

(f) Neither the alteration, amendment, repeal or recission of this Section
6.03, nor the adoption of any provisicn of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporation, nor, to the fullest extent permitted by Delaware Law,
any madification of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such alteration, amendment,
repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Secrlon 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not to be governed by Section 203 of Delaware Law.

ARTICLE 8

- SecTiON 8.01, Relationship With Roche. In auticipation that the
Corporation will cease to be a wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,

- but that Roche (as defined in Section 8.05) will remain a stockholder of the
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same or similar activities or lines of business and
have an intercst in the same areas of corporate opportunities, and in recognition of
(i) the benefits w be derived by the Corporation through its continued contractual,

corporate and business relations with Roche (inctuding service of officers and
directors of Roche as directors of the Corporation) and (ii) the difficulties
attendant to any director, who desires and endeavors fully to satisfy such
director’s fiduciary duties, in determining the full scope of such duties in any
particular situation, the provisions of this Article 8 are set forth to regulate, define
and guide the conduct of certain affairs of the Corporation as they may involve
Roche and jts officers and dircctors, and the powers, rights, duties and liabilities




of the Corporation and its officers, directors and stockholders in connection therewith.

Stcrion 8.02. Similar Business Activities. FExcept as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree in writing, :

(@ Roche shall nor have a duty to refrain from engaging directly or
indirectly in the same or similar business activities or lines of business as the
Corporation, and

(b) ueither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the
Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of any
such activities of Roche or of such person's participation therein,

In the event that Rochke acquires knowledge of a potential transaction or
maticr that may be a corporate opportunity for both Roche and the Corporation,
Roche shall have no duty to communicate or offer such corporate opportunity to
the Corporation and shall not be liable 10 the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controiling
person of a stockholder by reason of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to another
person or entity, or does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation. '

SecTioN 8.03. Corporate Opportunities. In the ¢vent that a director,
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employee
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or matzer that may be a
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposed by a third-party or is conceived of by such
director, otticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be eatitled to offcr such corporate opportunity to the Corporation
or Roche as such director, officer or employee deems appropriate under the
circumstances in his sole discretion, and tio such director, officer or employee
shall be liable to the Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary
duty or duty of loyalty or failure 10 act'in {or not opposed to) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by reason of
the fact that (i) such director, officer or employee offered such corporate
opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not communicate
information regarding such corporate opportunity to the Corporation or (ii) Roche
pursues or acquires such corporate opportunity for itself or directs such corporate
opportunity to another person or does not communicate inforroation regarding
such corporate opportunity to the Corporation.
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SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiriug any inlerest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and o have consented to the
provisions of this Article 8.

SECTION 8.05. Definirlons. For purposes of this Article 8 and Article 9
only, (i) the term “Corporation” shall mean the Corporation and all corporations,
partrerships, joint ventures, associations and other entities in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (ii) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, Inc. and all corporations, partnerships,
Joint ventures, associations and other entities (other than the Corporation, defined
in accordance with clausc (i) of this Section 8.05) that are “affilintes” (as defined
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Tnc.

SECTION 8.06. Termination: Binding Effect. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contrary, the foregoing provisions of this
Article 8 shall expire on the date that Roche ceascs to own beneficially Common
Stock representing at lcast 5% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporation and no person who is a director or officer of the
Corporation is also a director or officer of Roche. Neither such expiration, nor the
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Article 8 nor the
adoption of any provision of this Amended and Restated Certificate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the effect of this Article 8 in respect of any matter occurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would accrue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption.

SECTION 8.07. drticle 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of Article 9. .

ARTICLEY9

Section 9,01, Contracts Not Void, No contract, agreement, arrangement
o transaction (or any amendment, modification ot termination thereof) between
the Corporation and Roche shall be void or voidable solely for the reason that
Roche is a party thereto, or solely because any directors or officers of the
Corporation who are affiliated with Roche are present at or participate in the




meeting of the Board of Directors or comunittee thereof which authorizes the
contract, agreenient, arrangement, trangaction, amendment, modification or -
lermination or solely because his or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement or transaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be govemned by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law. For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporation” and “Roche™ have the meanings set forth in Section 8.05.

SECTION 9.02. Quorum. Directors of the Corpotation who are also
dircctors or officers of Roche may be counted in determining the presence of a
quorum at & meeting of the Board of Directors or of a committee that authorizes
or approves any such contract, agreement, arrangement or transaction (or
amendment, modification or termination thereof). Outstanding shares of Common -
Stock owned by Roche may be counted in determining the presence of a quorum
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

SECTION 9.03. No Liability For Good Faith Actions. Neither Roche nor
any officer or director thereof shall be liable to the Corporation or its stockholders
for breach of any fiduciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not
oppased (o) the best interests of the Corporation ar the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of director thereof
in good faith takes any action or exercises any rights or gives or withholds any
consent in conncetion with any egreement or contract between Roche and the
Corporation. No vote cast or other action taken by any person who is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person'in his capacity as a director of this Corporation, shall constitute an
actlon of or the exercise of a right by or a consent of Roche for the purpose of any
such agreement or contract.

SECTION 9.04. Deemed Consent by Stockholders. Any person or entity
purchasing or stherwise acquiring any interest in any shares of capjtal stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and to have consented to the
provisions of this Article 9.

SECTION 9.05. Contracts Covered. For purposes of this Article 9, any
contract, agreement, arvangement or transaction with the Corporation or any
corporation, partuership, joint venture, association or other entity in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstandiiyg voting stock, voting power or similar voling interests shall be deemed
to be a contract, agreement, arrangement or transaction with the Corporation.
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SECTION 9.06. Binding Effecs. Neither the alteration, amendment, change
or repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reduce the
effect of this Asticle 9 in respect of any matter oceuaring, or any cause of action,
suit or claim hat, but for this Article 9, would accrue or arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8. The provisions of this Article 9 arc in addition to
the provisions of Article 8.
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WITNESS WHEREOF, this Amended and Re:@;d ‘;Zi’féié”m 4245
. ion, having been duty adopted in accordance w:thd l:c o eitton
of (he Gonera Corporarion Law of e Stte o s i Secion 223
Ider of the Corporation i oouted (his
conﬂ:‘;ené of ﬁr: Fgé:’_:;:::;g: Law of the State of Delaware, has been execul 1
of the Gene

220d day of July, 1999..

GENENTECH, INC.

By: {s/ Stephen G. Juelagaard
Name: Stephen G. Juel,sg,aard ,
Title: Senior Vice President,
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'I%RADUCCiON AL ESPANOL del Certificado de Incorporacion de Genentech, Inc.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

4. lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado
Certificado
en Dover, Delaware
el veinticuatro de mayo, A. D. 2005
por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254030
Sello/timbre 10. Firma
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE "GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL

VIGESIMO SEGUNDO DIiA DE JULIO, A. D. 1999, A LAS 9 EN PUNTO DE LA
MANANA.
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CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc (la “Corporacidn”), una corporacion organizada y existente
bajo y por virtud de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, por ia
presente corrige el Certificado de Incorporacion, el fue presentado originalmente el
23 de diciembre de 1986, bajo el nombre “Genentech Delaware, Inc.”, y corregido

subsiguientemente.

Por la presente se vuelve a redactar el certificado de incorporacion de la

Corporacion y se corrige aun mas para que diga en su totalidad lo que sigue:
ARTICULO 1
El nombre de la Corporacion es: Genentech, Inc.
ARTICULO 2
La direccion de la oficina registrada de la Corporacién en el Estado de
Delaware es Corporation Service Company, 1013 Centre Road, Ciudad de
Wilmington, Condado de New castle, Delaware 19805. El nombre de su agente
registrado en tal direccion es Corporation Service Company.

ARTICULO 3

El propésito de a Corporacion es el de participar en cualquier acto o

actividad legal para las cuales las corporaciones pueden ser organizadas bajo la

modificada la misma en adelante (“Delaware Law"). |l En lo Notarig
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ARTICULO 4

preferenciales y acciones comunes. El numero total de acciones que la
Corporacion esta autorizada a emitir es de cuatrocientos millones (400,000,000)

de acciones. Cien millones (100,000,000) de acciones seran designadas acciones



fqreférenciaies, por un valor de $0.02 por accion (“Accion Preferencial’).
Trecientos millones (300,000,000) de acciones seran designadas acciones
comunes, por un valor de $0.02 por accién ("Accion Comun”). La accidn comin

de la Corporacion sera toda de una misma clase.

(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de
‘acciones puede incrementarse o disminuirse {pero no por debajo del nimero del
numero de acciones de las mismas que en su momento estan vigentes) por el voto
afirmativo de una mayoria con poder de votacion de las acciones vigentes de la
Corporacién con derecho a votar por la misma independiente de las
consideraciones de la Seccion 242(b)(2) de la Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accion Comun. (a) Emision y Consideracién. Cualquier
accion sin emitir o del tesoro del las Acciones Comunes puede emitirse para tal
consideracién como pueda fijarse de acuerdo con la ley aplicable cada cierto

tiempo por la Junta Directiva.

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Acciones
Preferenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberan tener el derecho a
recibir, cuando y como se declare por la Junta Directiva, de los activos de la
Corporacién los cuales estan disponibles para ello por ley, dividendos pagables ya
sea en dinero, propiedad, o accicnes y los accionistas de la Accidn Preferencial no
tendran derecho a participar en tales dividendos (a menos que la Junta Directiva

determine lo contrario en cualquier resolucion que condiciona fa emisién de una

serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Accién Preferencial

Nor,
om0 cuy

e

emitida o de! tesoro de las Acciones Preferenciales pued; cada cierto
a ser fijjada cada
cierto tiempo por la Junta Directiva. Antes de que se emita cualquier accién de las
Acciones Preferenciales de cualquier serie particular, se deberd presentar un
certificado ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo Ias
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que iran anexas
a las Acciones Preferenciales de tal serie y tales otras cuestiones como puedan
requerirse, y la Junta Directiva debera fijar y determinar, y por la presente esta

expresamente autorizada para fijar y determinar, en la forma provista por la ley, los



particulares de las acciones de tal serie (siempre y cuando no sean inconsistentes
con las condicicnes de este Articulo 4 aplicables a todas las series de Acciones

Preferenciales), incluyendo, pero sin limitarse a, las siguientes:

(1) la designacion distintiva de tal serie y el ndmero de las
acciones que han de constituir tal serie, numero que puede incrementarse
(excepto cuando lo determine de otro moedo la Junta Directiva al crear tal
serie) o reducida (pero no por debajo del numero de acciones de las
mismas que estan vigentes) cada cierto tiempo por una accién semejante

de la Junta Directiva;

(ii) fa tasa anual de dividendos a pagar sobre las acciones de tal
serie, las condiciones sobre las cuales se pagaran tales dividendos y le
fecha a partir de la cual los dividendos seran acumulativos en el evento que

la Junta Directiva determine gque los dividendos seran acumulativos;

(i)  si la serie tendra o no derechos de voto, ademas de los
derechos de voto provistos por la ley, y de ser asi, los términos de tales

derechos de voto;

(iv)  si tal serie tendra o no privilegios de conversion y, de ser asi,
los términos y condiciones de tal conversion, incluyendo, pero sin estar
limitado a, la condicion para ajuste de la tasa de conversién en tales

eventos y de tal forma como la Junta Directiva lo determine;

(v}  silas acciones de tal serie seran o no redimibles y, de ser asi,
los términos y condiciones de tal redencidn, incluyendo la fecha o fechas en
las cuales o después de las cuales pueden ser redimibles, y la cantidad a
pagar por accidn en caso de redencion, cantidad que variara bajo diferentes

condiciones y en diferentes fechas de redencidn:;

(vi)  sital serie tendra o r~-~,~.~ ' ';:-'
Ly |

o compra de acciones de esa s FITIiNOS y la cantidad

de tal fondo de inversion:



los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acciones de esa

serie; y

(viii) cualquier otro derecho relativo, preferencia y limitacion de tal
serie.

. ARTICULO 5
|
!‘ SECCION 5.01. Enmiendas a los eslatutos por los Direcfores. (a) En
adicion y no limitando los poderes conferidos por estatutos, la Junta Directiva esta
expresamente autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los
estatutos de la Corporacion, sujetos a las secciones 5.01(b) y 5.01(c) a

continuacion.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.06 de los
estatutos solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o rescindirse por el voto
afirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar las mismas que

representen mas del 60% de las acciones con derecho a votar las mismas.

(c) LLas secciones 3.03(c) y 3.15 de los estatutos solo pueden ser alteradas,
enmendadas, repelidas, o rescindidas por le voto afirmativo de los accionistas de

capital con derecho a votar las mismas que representen mas del 80% de las

acciones con derecho a votar las mismas.
o _

SECCICN 5.02. Enmienda del Certificado de Incorporacion. 1la seccién
5.01 (b) de este Certificado de {ncorporacion solo puede ser alterada, enmendada,
repelida, o rescindida por el voto afirmativo de los accionistas de capital con
derecho a voto sobre la misma que representen a mas del 60% de las acciones
con derecho a votar la misma. La seccidén 5.01(c) y los Articulos 8 y 9 de este
Certificado de Incorporacion solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o

rescindirse por el voto afirmativo de los accionistas de capital con derm votar
la misma que representen mas del 90% de | i ]

misma.

SECCION 6.01. Eleccién del Directorio=po

Preferencial. Durante cualquier periodo cuando los accioni



accion preferencial cualquiera de una o mas series de las mismas, que voten

2

como una clase, tengan derecho a elegir un numero especifico de directores, por
razén a atrasos en los dividendos u otras condiciones que les dan el derecho a
hacerlo, entonces y durante el tiempo que continde el derecho (i) el nimero de
directores autorizado de otro modo sera incrementado por tal nimero de directores
- especificado, y los accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales series de
las mismas, que votan como una clase, tendran derecho a elegir los directores
adicionales para i0 que se provee, de acuerdo con las condiciones de tales
Acciones Preferenciales o series; (ii) cada uno de tales directores adicionales
servira durante tal termino, y tendra tales poderes de voto, como se han de otorgar
en las provisiones pertinentes a tales Acciones Preferenciales o series; y (iii)
siempre que los accionistas de cualquiera de tales Acciones Preferenciales o
series de las mismas estan desprovistos de tales derechos a elegir un ndmero
especifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
tales Acciones preferenciales' o series, los términos de oficio de todos los
directores elegidosv por los accionistas de tales Acciones preferenciales o series,
que votan como ciase, de acuerdo con las condiciones o elegidos para llenar
cualquier vacante resultante de la muerte, renuncia o remocion de directores asi
elegidos por los accionistas de tales Acciones Preferenciales o series, terminaran

en adelante y el nimero autorizado de directores sera reducido en concordancia.

SECCION 6.02. Votaciones. Las elecciones de directores en una reunion
anual o especial de accionistas necesaria no seran por votos escritos a menos que

los estatutos de la Corporacién digan lo contrario.

SECCION 6.03. Eliminacién de cierta responsabilidad personal de los
directores. (a) Un director de la Corporacion |

.. . - oy,
Corporacién o sus accionistas por dafos mone

fiduciario como director hasta donde lo permita |

(b) Cada persona (y sus herederos,

persona) quien fue o es una parte o esta amena

completado, ya sea civil, criminal, administrativo o investigativo, por razon del
hecho de que esa persona es o fue un director de la Corporacién o es o estaba
sirviendo por solicitud de la Corporacion como un director de otra corporacion,
sociedad, sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa, sera

indemnizado y completamente protegido por la Corporacion hasta donde lo



‘ pern%ita la Ley de Delaware. EIl derecho a la indemnizaciéon concedido en esta
seccion 6.03 también debe incluir el derecho a que la Corporacion e pague los
gastos incurridos en conexién cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decision final hasta donde los autoriza la Ley de Delaware. El derecho a

indemnizacion conferido en esta seccion 6.03 sera un derecho contractual.

(c) La Corporacion puede, por accion de su Junta Directiva, proporcionar
indemnizacidn a tales funcionarios, empleados y agentes de la Corporacion hasta
tal punto y a tal efecto como lo determine apropiado la Junta Directiva y lo autorice

la Ley de Delaware.

(d) La Corporacion tendra el poder de comprar y mantener un seguro a
nombre de cualquier persona quien es o fue director, funcionario, empleado o
agente de la corporacion, o esta o estuvo en servicio por pedido de la Corporacion
como director, funcionario, empleado o agente de otra corporacion, sociedad,
sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa contra cualquier gasto,
responsabilidad o pérdida incurrida por tal persona en cualguier capacidad o que
surge de su estado como tal, ya sea si la Corporacién tiene o no el poder de

indemnizarlo contra tal responsabilidad bajo la ley de Delaware.

(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta Seccion 6.03 no seran
exclusivos de ningun otro derecho el cual cualquier otra persona pueda tener o
adquirir de agui en adelante.

(f) Ni la alteracion, enmienda, rechazo o rescision de esta Seccion 6.03, ni
la adopcidén de ninguna condicién de este Certificade de Incorporaciéon o de los
Estatutos de ia Corporacion, ni, hasta donde lo permite la Ley de Delaware,
ninguna modificacion de la ley, debe eliminar o reducir el efecto de esta Seccidon

6.03 respecto a ninguno de los actos u omisiones que ocurran agte tal

Zido Ay,




ARTICULO 8 /

SECCION 8.01. Refacion con Roche. Anticipandose a que la Corporacion
cese de ser un subsidiaria completamente de propiedad de Roche Holdings, Inc.,
pero que Roche (ccmo_se define en la seccidn 8.05) permanezca siendo un
accionista de la Corporacion, y anticipandose a que la Corporaciéon (como se
define en la Seccion 8.05) y Roche puede entrar en actividades o lineas de
negocios semejantes o similares y tener un interés en las mismas areas de
oportunidades cor'porativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por la Corporaciéon a través de sus relaciones contractuales,
corporativas y de negocios con Roche (incluyendo el servicio de funcionarios y
directores de Roche como directores de la Corporacion) y (i) las dificultades
concomitantes a -cualquier director, quien desea y se propone satisfacer
completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
c?mp[eto de tales deberes en cualquier situacion particular, las condiciones de
este articulos 8 se establecen para regular, definir y guiar la conducta de ciertas
cuestiones de la Corporacion ya que pueden involucrar a Roche y sus funcionaros
y directores, y los poderes, derechos, deberes y responsabilidades de Ia

Corporacion y sus funcionarios, directores y accionistas en conexion con éste.

SECCION 8.02. Actividades en Negocios Similares. Excepto que Roche

Holdings, Inc. pueda de otra forma acordarlo por escrito,

(a) Roche no tendra el deber de abstenerse de entrar directamente o
indirectamente en actividades de negocios o lineas de negocios semejantes o

similares a las de la Corporacion, y

como para la Corporacion, Roche no tendra el deber de comtinicar u ofrecer tal
oportunidad corporativa a la Corporacién y no sera responsable ante la
Corporacion o sus accionistas por violar ningin deber fiduciario como accionista

de la Corporacién o la persona que controla a un accionista por razon del hacho



que Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si misma, dirige
tal oportunidad corporativa a otra persona o entidad, o no comunica informacién

respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la Corporacidn.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas. En el evento que un director,
funcionaréo o empleado de la Corporaciéon quien también es director, funcionario o
empleado de Roche adquiera conocimiento de una transaccién o materia potencial
que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacion y Roche (ya se si
esta transaccién o materia potencial es propuesta por un tercero o es concebida
por tal director, funcionario o empleado de la Corporaciéh o no), tal director,
funcionario o empleado debe tener ei derecho a ofrecer tal cportunidad corporativa
a la Corporacion o Roche como tal director, funcionario o embleado los considere
apropiado bajo las circunstancias de su discrecion, y tal director, funcionario o
empleado no sera responsable a la Corporacion o sus accionistas por violar
ningun deber fiduciario o deber de lealtad o faltar en actuar en {o no oponerse a)
los mejores intereses de la Corporacidon o la derivacion de ningln beneficio
personal inapropiado por razon del hecho que (i) tal director, funcionarioc o
empleado ofrecio tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de a la
Corporacidon) o no comunicéd informacion respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacion o (ii) Roche busca o adquiere tal oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica

informacion respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.04. Consentimiento estimado de los accionistas. Se
considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algun interés en cu‘aiquiera de las acciones de capital de la Corporacion ha tenido

noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05, Definiciones. Para propositos de este Articulo 8 y el
Agticulo 9 solamente, (i) el término “Corporacién” debe significar la Corporacion y
todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo compartido y otras

entidades en las cuales la Corporacion posee con bepgficio (directa o

indirectamente) cincuenta por ciento o mas de las acciogés con voto, poder de

voto o intereses de voto similares, y (ii) el término “Rocle” debe significar Roche

compartido, asociaciones y otras entidades (diferenteg
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define en la Regla 12b-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1934, como

se enmendd) de Roche Holdings, Inc.

SECCION 8.06, Finalizacion: Efecto Obligante. Son consideracion con
nada en este Certificado de Incorporacidon que lo contradiga, las condiciones
anteriores de este Articulo 8 deberan expirar en la fecha que Roche cese de
poseer cén beneficios Acciones Comunes que representen al menos 5% del
numero de acciones vigentes de las Acciones Comunes de la Corporacion y nadie
gue se director o funcionario de la Corporacion sea también directer o funcionario
de Roche. Ni tal vencimiento, ni la alteraciéon, enmienda, cambio o rechazo de
alguna de las condicicnes de este Articulo 8 asi como tampoco ninguna condicién
de este Certificado de Incorporacion Enmendado y Vuelto a Redactar
inconsistente con alguna de las condiciones de este Articulo 8 eliminara o reducira
el efecto de este Articulo 8 respecto a cualquier materia, o cualquier causa de
accion, demanda o reclamo que, excepto por este Articulo 8, pueda acaecer o

surgir, antes de tal vencimiento, alteracion, enmienda o adopcion.

SECCION 8.07. Ariculo 9. Las condiciones de este Articulo son
adicionales a las condiciones del Articulo 9.

ARTICULO 9

SECCION 9.01. Contratos no nulos. Ningt’m contrato, acuerdo, arreglo o
transaccion (o cualquier enmienda, modificacion o finalizacién de los mismos)
entre la Corporacion y Roche sera nulo u anulable solamente por razén de que
Roche es parte del mismo, o solamente porque cualquiera de los directores o
funcionarios de la Corporacion quienes estan afiliados a Roche estan presentes en
o participan en la reunién de la Junta Directiva o comité de la misma que autoriza
el contrato, acuerdo, arreglo, transaccion, enmienda, modificaciéon o finalizaciéon o
solamente porque su 0 sus votos se cuentan para tal propésito, pero cualquiera de
tai contrato, acuerdo, arreglo o transaccién ( 0 cualquier enmienda, modificaciéon o
finalizacion del mismo) estara gobernado por las condiciones de este Cerificado de
Incorporacion Enmendado y vuelto a Redactar, los Estatutos de la Corporacién, la

Ley de Delaware y otras leyes aplicables. Para proposigg® de este Articulo 9, los
términos “Corporacion” y “Roc i ‘ '

Seccién 8.05.

ef blecidos en la
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SECCION 9.02. Quorum. Los Directores de la Corporacion que son
también directores o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar la
presencia de un quérum en una reunién de la Junta Directiva o de un comite que
autoriza o aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccion (o
cualquier enmienda, modificacién o finalizacion def mismo). Las acciones vigentes
de las Acciones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
la presencia de un qudrum en una reunion de accionistas que autorice o apruebe
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o cualquier enmienda, modificacién o |

finalizacién del mismo).

SECCION 9.03. No responsabilidad por acciones de buena fe. Ni Roche ni
ningun funcionario o director de la misma sera resp'onsable'ante fa Corporacion o
sus accionistas por violar cualquiera de los deberes fiduciarios o deberes de
lealtad o por fallar en actuar en (0 no oponerse a) los mejores intereses de la’
Corporacion o por derivacién de cualquier beneficio personal por razoén dél hecho
gque Roche o un funcionario o director de la misma de buena fe tome cualquier
accion o -ejerza cUanuier derecho o de o retenga cualquier consentimiento en
conexién con cualquier acuerdo o contrato entre Roche y la Corporacion. Ningun
voto dado u ofra accion tomada por cualquier persona gue es un funcionario,
director o representante de Roche, donde el voto o accién es tomado por tal
persona en su capacidad como director de esta Corporacién, constituira una
accién de o el ejercicio de un derecho o un consentimienio de Roche para los

propositos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 9.04. Consentimiento estimado de los accionistas. Se _
considerara que cualquier persona o entidad gque compre o de otro modo adquiera
algun interés en cualquiera de las acciones de capital de ia Corporacion ha tenido

noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 9.

SECCION 9.05. Contratos cubiertos. Para propositos de este Articulo 9,
cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccién con la Corporacion o cualquier
corporacién, sociedad, sociedad de riesgo conjunto, asociacion u otra entidad en
la cual la Corporacion posee con beneficio (directa o indirectamente) el cincuenta
por ciento 0 mas de las acciones con voto, poderes deyy#fo 0 intereses de voto
similares vigentes se considerargy Msaccion con la

Corporacioén.
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SECCION 9.086. Efecto obligante. Ni la alteracidon, enmienda, cambio o
rechazo de alguna de las condicicnes de este Articulo 9 ni la adopcién de alguna
condicion inconsistente con cualquier condicidon de este Articulo 9 eliminara o
reducira el efecto de este Articulo 9 respecto a cualquier materia que ocurra, 0
~cualquier causa de accion, demanda o reclamo que, a no sér por este Articulo 9,

pueda acaecer o surgir, antes de tal alteracion, enmienda, cambio, rechazo o

adopcion.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las condiciones de este Articulo 9 son

adicionales a las condiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion
Enmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las
secciones 242 y 245 de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware y
por consentimiento escrito de el Unico accionista de la Corporacion de acuerdo
con la seccion 228 de Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, ha
sido ejecutado este 22 de Julio de 1999. -

GENENTECH, INC.

Por: /s/ Stepheh G. Juelsgaard
Nombre: Stebhen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente

Consejo General y Secretaria
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acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Uertified
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the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secretary of Staté, Delaware Department of State
No. 0254031

Seal/Stamp: 10. Signature:
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The ‘First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF

DELAWARE, DO HERERY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5

O'CLOCK P_.M.
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STATE OF DELAWARE
SECRETARY OF STATE

DIVISION OF CORPORATIONS

' FILED 05:00 PM 05/15/2000
' ; - 2112549

. ., Ty . 001245251
L CERTIFICATE OF AMENDMENT g }% P,
OF AMENDED AND RESTATED 7
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and exisiing under and by virtue of the General
Corporation Law of the Statc of Dclawarc.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows: '

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amended.
said Section of said Arsticle shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issuc
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issuc is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred million {100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Six hundred milhion (600,000,000) shares shall be designated commeon
stock, par value $0.02 per share (“Common Stock”). The Common Stock of the
Corporation sha!l be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted an favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

"FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said

amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, inc. has caused this Certificate of Amendment 1o be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Otficer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

By: M%WMM

Name: Stephen G. Juelsgaard
Title: Senior Vice President, General Counsel
and Scerctary
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' TRADUCCION AL ESPARNOL del Certificado de Incorporacién de Ge ntech Inc.

© ® N O o

APOSTILLA
(Convencion de LLa Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de De_laware

lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado
Certificado

en Dover, Delaware
el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254031

Sello/timbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado
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DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADC DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAYO, A. D. 2000, A LAS 5 EN PUNTO DE LA TARDE.

4 Smith Windsor (Firma)

Harriet Smith Windor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900385

FECHA:  05-24-05
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CERTIFICADO DE ENMIENDA DEL

CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y por virtud de la Ley

General de Corporacion del Estado de Delaware.
CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente rescluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacién Corrégido y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunién de
" accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La resolucion

establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando “la Seccion 4.01(a)” del Articulo alli
numerado “4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea

de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El
nuimero total de acciones que la Corporacion esta autorizada a emitir
es de setecientos millones (700,000,000) de acciocnes. Cien millones
(100,000,000) de acciones serdn designadas  acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accion (“Accién
Preferencial”).  Seiscientos millones (600,000,000) de acciones
seran designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por
accion ("Accion Comun”).

toda de una misma clase.

y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con |la sécess2P2 de la Ley General de
Corporaciéon del Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de acciones

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.
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TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccion 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de

Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducido baje o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIC DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

- Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un

Funcionario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.
GENENTECH, INC.
Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.
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Country: United Staltes of America

This public document:
has been sighed by Harriet Smith Windsor

S acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

hears the seal/stamp of Office of Secrelary ol Stale

Uertiften

at Dover, Delaware

- the twenty-fourlh day of May, A.Dv 2005

by Secrelary ol State, Delaware Department of Stale
No. 0254033

Seal/Stamp: 10. Signature:

-;uavu;t/;)nﬂL& ¢%§¢¢4¢4J

Lo reta iy of S haobe

o, B
il 9;_5; o,

e,

Or, by l:‘xm 20l




The First State

I, HARRIET SMITH RINDSOR, SECRETARY OF STATE QF THE STATE OF
DELAWARE , DO HERERY CERTIFY WHE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY QF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, AﬁD. 2004, A4 7:39
CQ'CLOCK P.M.
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AUTHENTICATION: 3900387

DATE: 05-24-05




State of Dalaware
Sachmtary of Stabe

OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genenlech, Inc., w corporation organized and exisung under and by virtue of the Goeneral
Corporation Law of the State of Delaware,

DOES HERERY CERTIFY:

FIRST: That al n meeting of the Board of Directors of Genenlech, Ine. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Ceclificate of
lneorporation of said corporation, declaring said amendment to Le advisable and calling a
meelirig of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as Follows:

RESOIVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by chapging “Scetion 4.01(a)” of the Avticle thereof numbered "4 50 that, as mnended,
guid Section of sald Article shall be and read as Tollows:

Suction 4.01. Capiral Stock. (1) The Corporation is nuthorized o Issue two classes of slock W be
designated, respeelively, preferred stock and conumon stoek. The total muuber ol shares which 1he
Corpuration is authorized 10 issuc s tiree Gillion one hundred fillion (3,100,000,000) shares. Oue lundeed
miflion (100,000.000) sharcs shall be designatod preferred stock, par value $0.02 per share ("Vreferced
Stock”). Three billion (3,000,000,000) shares shall be desigrated common stock, par vahee 3.02 per share
("Comumen Stock™). The common stock of the Corporativn shall be 41l of one class.

SECOND: That thercaftor, pursuant o teaclution of ils Board of Dircclors. e repular leeling
of the stockhoiders of said corparation was duly called and held upon sotice in accordmice with
Section 222 ol the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
pecessary number of shares as required by statuwe were voled in favor of (he amendineit.

THIRD: That said amendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section,

242 ol the General Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH:

That the capilal of said corporation shall not be reduced under or b ¥ reason of said
amendmient. '

iN WF'FNESS WHEREQI, said Geuentech, Inc. has caused this Thivd Certificate of Amendiicnt
to be signed by Stephen G Juelsgaard, an Authorized Officer, this 16tk day of April, 2004..

GENENTECH, INC,

By: T‘\Xf@@ v”ﬂQN«"Q""W"“:::Q\

Nume: Stephen G Juclsgaard
Title: Excuive Viee President, General Counsel
and Seeretary
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TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmienda de Genentech, inc.

APOSTILLA

(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de ’1196"])

Pais: Estades Unidos de América

Este documento publico

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

lleva el sello/limbre de la Oficina del Secretario de Estado.
 Cerlificado - -

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 025f1~()33

Sello/timbre ' 10.  Firma

L

Harriet Smith Windsor (Firma)

- Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL

ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO E5

UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
"GENENTECH, INC”, PRESENTADQ EN ESTA OFICINA EL DECIMOSEXTO DIA
DE ABRIL, A. D. 2004, A LAS 7:38 EN PUNTO DE LA TARDE. ~

Hdlriet Smith Windsor (Finna)
Harriet Smith Windsor Secrafara de Fatardns
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'CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIPO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley

General de Corporacion del Estado de Delaware.
CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO; Que en una reunidn de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoplaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesla del
ceriificado de Incorporacién Corregido y vuelto-a Redaclar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como  aconsejable y llamando a una reunion de
accionislas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La resolucion

establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuello a Redaclar de
esta corporacion se enmiende cambiando “la Seccion 4.01(a)" del Arliculo alli

numerado "4" tal gue, como se enmienda, dicha Seccion de dicho Arliculo se lea

de la siguiente manera:

SECCION 4.01,. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta
autorizada a emilir dos clases de acciones fque deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. [
nimero total de acciones que la Corporacion esta autorizada a emilir
es de fres mil cien millones (3,100,000,000) de acciones. Cien
millones _(100.,QOIQ‘OQ,O) de .accl_on_es.ser:—'m designada_‘s acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accion ("Accion
Preferencial®). Tres mil millones (3,000,000,000) de acciones seran
designadas acoiqnes comunes, por un valor de $0.02 por accion

("Accion Comuin”). La accian comun de la Corporacion sera loda de
una misma clase, '

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la re&ucion de su Junta Directiva,
{l € la Notoria
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TERCERO: Que dicha enmienda se adoptd debidamente de acuerdo con lo

previsio en la Seccion 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de
Delaware,

CUARTO: Que el capital de dicha corporacion no sera reducido bhajo o por razén
de dicha enmienda

-

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado esle

Certificado de Enmienda para que sea firmado por Slephen G. Juelsgaard, un

"~ Funcionario Autorizado, este 16 de Abril de 2004,

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Tituio: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity'of‘Secretaronf State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Uertitied

at Dover, Delaware
the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254032

Seal/Stamp: 10. Signature:




The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF

DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

.COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P.M.
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CERTIFICATE OF AMENDMENT (/
OF AMENDED AND RESTATED J
CERTIFICATE OF INCORPORATION
GcnuntcCh, Inc. a cocpdration arganized and existing under and by vimue of the General
Corporation Law of the State of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That al a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resclutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restaied Ceruificace of
Incorporation of said corporation, decluring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution seuing
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended und Restated Custificate of incorporstion of this corporation be

amended by changing “Section 4.01(a)” ot the Article thereof numbered "4 so thar, as amended,
sdtd Seciion of suid Article shiall be and read as follows:

“Section 4 01. Capiral Stock.  (a) The Corporation is authorizad (0 issue
two classes of stock 0 be designated, respecuvely, prefemed stock and common
stock. The total number of shures which the Corporation is authorized 10 issuc is
one billion three huandred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock’™). One billion two hundred million (1,200,000,600))
shares shall be designated cornmon stock, par value $0.02 per share (“Comnion
Stock™). The Common Swck of the Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That rhereafter, pursuant to resolution of its Bourd of Direciors. the regulur meedng
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which mecting the
necessary number of shares as required by srawte were voied in favor of the amendment.

"THIRD: That said amendient was duly adopied in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Deluware.

FOURTH: Thart the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
smendrient.

IN WITNESS WHERROF, said Cenentech, Inc. has caused this Certificate of Amendment to- be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 10th day of May, 2001.

GENENTECH, INC.

By: M I{)\’&*\QP‘—Q”‘E(M—-*Q\

Name: Stephen G, Iuelsga:\rh
Tile: Senior Vice President, General Counsel
and Secretary

6787
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TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmienda de Genent!h,inc.

an) O |

5 UL |
APOSTILLA :

(Convencion de: La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

4. lleva el sello/timbre de [a Oficina dei Secretario de Estado
“Certificado

5. en Dover, Delaware

B. el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware

8. No. 0254032

9. Selloftimbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado




DELAWARE ?J

EL PRIMER ESTADO /

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
‘GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFIC}INA‘EL DECIMO DIA DE
MAYQO, A. D. 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE.
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Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 3900386
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CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DE'LZ U\
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la l_ey

General de Corporacion del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERQO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamandc a una reunion de
accionistas de dicha corporacidn para consideracion de la misma. La resolucion

establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacidon se enmiende cambiando “la Seccidon 4.01(a)” del Articulo alli

“numerado “4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea

de la siguiente manera;

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben désignarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El
‘numero total de acciones que la Corporacion esta autorizada a emitir
es de mil trescientos millones {1,300,600,000) de acciones. Cien
millones - (100,000,000) de acciones seran designadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accion (“Accién

Preferencial”). Mil doscientos millones (1,200,000,000) de acciones

.:mdohf[“ :
la reunion ordinaria de accionistas de dicha C(;pﬁ‘
y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccion 222 de la Ley General de
Corporacion del Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de acciones

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.




y

TERCERO: Que dicha enmienda se adopié debidamente d / acuerdo con lo

previsto en la Seccidn 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducide bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 10 de Mayo de 2001.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota, .
2020

Doctor(a)

CADENA SARMIENTQO JUAN PABLO
Apoderado{a) y/o Representante de
GENENTECH INC

REFERENCIA Radicacidén No. 8 129889
Solicitud internacional PCT/US2007/070516
Fecha inicio fase nacional 06/01/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. . 0512

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamentc y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en gue consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante ¢ a su causante, conforme a lo
~establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia 1la Regla 4.17 1i) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segin indiguen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titule X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidén 486, se le
requiere para gue dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
netificacién del presente oficic, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente regquerimiento, la scolicitud se
considerara abandonada y perderd su prelacién.

Notifiquese el presente oficio ¢
e), del capitulo quinto del ti

forme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
imero de la Circular Unica No.l0 de 2001.

ALIX CARMENZA C
Jefe de la divi

DES DE VERGEL
i6n de Nuevas Creaciones

El antericr requerimiento fue notificado por fijacidn en lista de

jf';::iand C23 ENE. 2009*




