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Compositions and Methods for Diagnosing and Treating Cancer

DESCRIPTION OF THE INVENTION

Field

[001]  The present invention relates to the field of oncology and provides novel

compositions and methods for diagnosing and treating cancer. The present invention

provides antibodies against a cancer stem cell marker for the diagnosis and treatment of solid

tumors.

Background

[002]  Cancer is one of the leading causes of death in the developed world, with
over one million people diagnosed with cancer and 500,000 deaths per year in the United
States alone. Overall it is estimated that more than 1 in 3 people will develop some form of
cancer during their lifetime. There are more than 200 different types of caricer, four of
which—breast, lung, colorectal, and prostate—account for over half of all new cases (Jemal
et al., 2003, Cancer J. Clin. 53:5-26).

[003] ‘Breast cancer is the most éomrnon cancer in women, with an estimate 12%
of women at risk of developing the disease dﬁﬁng their lifetime. Although mortality rates
have decreased due to earlier detection and improved treatments, breast cancer remains a-
leading cause of death in middle-aged women, and metastatic breast cancer is still an
incurable disease. On presenfation, most patients with metastatic breast cancer have only one
or two 6rgan systems affected, but as the disease progresses, multiple sites usually become
involved. The most common sites of metastatic involvemenf are locoregional recurrences in
the skin and soft tissues of the chest wall, as well as in axilla and supraclavicular areas. The
most common site for distant metastasis is the bone (30 - 40% of distant metastasis), followed

by the lungs and liver. And although only approximately 1-5% of women with newly

1
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diagnosed breast cancer have distant metastasis at the time of diagnosis, approximately 50%
of patients with local disease eventually relapse with metastasis within five years. At present
the median survival from the manifestlatioﬁ of distant metastases is about three»years. |

[004] Current methods of diagnosing and staging breast cancer include the tumor-
node-metastasis (TNM) system tﬁat relies on tumor size, tumor présence in lymph nodes, and
the presence of distant metastases (American J oint Committee on Cancer: AJCC Cancer
Staging Manual. Philadelphia, Pa.: Lippincott-Raven Publishers, 5th ed., i997 pp 171-180;
Harris, J R: “Stdging of breast carcinoma” in Harris, J. R Hellman, S.; Henderson I C,
Kinne D. W. (eds.): Breast Diseases. Philadelphia, Lippincott, 1991). These parameters are
used to prov1de a prognosis and select an appropriate therapy. The morphologic appearance
of the tumor can also be assessed but because .tumors with similar histopathologic appearance
can exhibit significant clinical variability, this approaﬁh has serious limitations. Finally
assays for cell surface markers can be used to divide certain tumors types into suﬁclasses.
For example, one factor considered in the prognosis and treatment of breast cancer is the
presence of the estrogen receptor (ER) as ER-positive breast cancers typically respond more
readlly to hormonal therapies such as tamoxifen or aromatase inhibitors than ER-negative
tumors. Yet these analyses, though useful, are only partially predlctlve of the clinical
behavior of breast tumors, and there is much phenotypic diversity present iﬁ breast cancers
that current diagnostic tools fail to detect and current therapies fail to treat.

[005]  Prostate cancer is the most common cancer in men in the developed world,
representing an estimated 33% of all new cancer cases in the U.S., and is the second most
frequent cause of death (Jemal et al., 2003, C4 Cancer J. Clin. 53:5-26). Since the
introduqtion of the prostate specific antigen (PSA) blood test, gaarly detection of; prostate
cancer has dramatically improved survival rates; the five year survival rate for patients with

local and regional stage prostate cancers at the time of diagnosis is nearing 100%. Yet more
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than 50‘% of patients will eventually develop locally advanced or metastatic disease
(Muthuramalingam et al., 2004, Clin. Oncol. 16:505-16).

[006] Currently radical prostateétomy and radiation therapy provide curative

- treatment for the majority of localized prostate tumors. However, therapeutic options are

very limited for advanced cases. For mefastatic disease, androgen ablation with luteinising
hormone-releasing honno_ne (LHRH) agonist alone or in combination with anti-androgens is
the standard treatment. Yet despite maximal androgen.blockage, the disease nearly always
progresses with the majority developing androgen-independent -disease. At present there is
no uniformly accepted treatment for hormone refractory prostate cancer, and
chemotherapeutic regimes are commoﬁly used (Muthuramalingam et al., 20Q4, Cliﬁ. Oncol.
16:505-16; Trojan et al., 2005, Anticancer Res. 25:551-61).

[007] Colorectal cancer is the third most ccb>mmon» cancer and the fourth most
frequent cause of cancer deaths worldwide (Weitz et al., 2005, Lancet 365:153-65).
Approximately 5-10% of all colorectal cancers are hereditary with one of the main forms
being familial adenomatous polyposis (FAP), an autosomal dominant disease in which about
80% of affected individuals contain a germline mutation in the adenomatous polyposis coli
(APC) gene. Colorectal carcinomas invade locally by circumferential growth and elsewhere
by lymphatic, hematogenous, transperitoneal, and perineural spread. The most common site
of extralymphatic invoivement is the liver, with the lungs the most frequently affected extra-
abdominal organ. Other sites of hematogenous spread include the bones, kidneys, adrenal
glands, and brain.

[008] The current staging system for colorectal cancer is based on the degree of
tumor penetration through the bowel wan and the presence or absence of nodal involvement.
This lstaging system is defined by three major Duke’s classiﬁcations: Duke’s A disease is

confined to submucosa layers of colon or rectum; Duke’s B disease has tumors that invade
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through the muscularis propria and may penetrate the wall of the colon or rectum; and Duke’s
C disease includes any degree of bowel wall invasion with regional lymph node metastasis.
While surgical resection is highly effective for early stage colorectal cancers, providing cure
rates of 95% in Duke’s A patients, the rate is reduced to 75% in Duke’s B patients and the
presence of positive lymph node in Duke’s C disease predict;s a 60% likelihood of recurrence
within five years. - Treatment of Duke’s C patients with a post surgical course of
chemotherapy reduces the recurrence rate to 40%-50% and is now the standard of care for
these patients. . ' ‘ '

[009] Lung cancer is the most common cancer worldwide, the third most
commonly diagnosed cancer in the Uﬁit’ed States, and by far the most frequent cause of
cancer deaths (Spiro ét al.,, 2002, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 166:1 166-9.6; Jemal et al.,
2003, CA Cancer J. Clin. 53:5-26). Cigarette smoking is believed responsible for an
estimated 87% of all lung cancers making it the most deadly preventable disease. Lung
cancer is divided into two major types that account for over 90% of all lung cancers: small
cell lung cancer (SCLC) and non-small cell lung cancer NSCLC). SCLC accounts for 15-
20% of cases and is characterized by its origin in large central airways and histological
compdsition of sheets' of small cells with little cytoplasm. SCLC is more aggressive than
NSCLC, growing rapidly and metastasizing early. NSCLC accounts for 80-85% of all cases
and is further divided into three major subtypes based on histology: adenocarcinoma,
squamous cell carcinoma (epidermoid carcinoma), and l#rge cell _undifferentiated carcinoma.

[010] Lung cancer typically presents late in its course, and thus has a median
survival of only 6-12 months after diagnosis and an overall S year survival rate of only 5-
10%. {?&Ithough surgery offers the best chance of a cure, only a small fraction of lung cancer
patients are éli gible with the majority relying on chemotherapy and radiotherapy. Despite

attempts to manipulate the timing and dose intensity of these therapies, survival rates have
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increased little over the last 15 years (Spiro et al., 2002, Am. J. Respir. Crit. Care Med.
166:1166-96). |

[011] These four cancers, as well as many others, present as solid tumors that are
composed of heterogeneous cell popﬁlations. For example, bréast cancers are a mixture of
cancer cells and normal cells, including mesenchymal (stromal) cells, inflammatory cells, and
endothelial cells. Several models of cancer provide different explanations'fo‘r the presence of
this heterogeneity. One model, the classic model of cancer, holds that phenotypically distinct
cancer cell populations all have tfle capacity to proliferate and give rise to-a new tumor, In
the classical model, tum§r cell heterogeneity results frorﬁ environmental factors as well as
ongoing mutations within cancer cells resultiﬁg in a diverse population of tumorigenic cells.
This model rests on the idea tﬁat all populations of tumor cells have some degree of
tumorigenic potential. (Pandis et al., 1998, Genes, Chromosomes & Cancer 12:122-129;
Kuukasgjrvi et al., 1997, Cancer Res. 57:1597-1604; Bonsing et al., 1993, Cancer 71:382-391;

Bonsing et al., 2000, Genes Chromosomes & Cancer 82: 173-183; Beerman H et al., 1991,

Cytometry 12:147-54; Aubele M & Werner M, 1999, Aﬁalyt. Cell. Path. 19:53; Shen L et al.,

2000, Cancer Res. 60:3884).

[012]  An alternative model for the observed solid tumor cell heterogeneity derives
from the impact of stem cells on tumor deveiopment. According to this model, cancer arises
from dysregulation of the mechanisms that control normal tissue development and
maintenance. (Beachy et al., 2004, Nature 432:324). During normal animal development,
cells of most or all tissues are derived from normal precursors, called stem cells (Morrison et
al., 199;/', Cell 88:287-98; Morrison et al., 1997, Curr. Opin. Immunol. 9:216-21; Morrison et
al., 1995, Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 11:35-71). Stem cells are cells that: (1) have extensive
prdliferative capacity; 2) are capable of asymmetric cell division to generate one or more

kinds of progeny with reduced proliferative and/or developmental potential; and (3) are
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capable of symmetric cell divisions for self-renewal or self-maintenance. The best-studied
example of adult cell renewal by the differentiation of stem cells is the hematopoietic system
where dévelopmentally immature precursors (hematopoietic stem and progenitor cells)
respond to molecular signals; to form the varied blood and lymphoid cell types. Other cellg,
including cells of the gut, breast ductal system, and skin are consfantly replenished from a |
small population of stem cells in each tissue, and recent studies suggest that most other adult
tissues also harbor stem cells, including the brain. Tumors derived from a “solid tumor stem
cell” (or “cancer stem cell” from é solid tumor) subsequently undérgoes chaotic development
through both symmetric and asyﬁmeﬁc rounds of cell divisions. In this stem cell mode-l,.
solid tumors contain a distinct and limited (possibly even rare) subsét of cells that share the
properties of normal “stem cells”, in that they extensively proliferate and efficiently give rise‘
both to additional solidfurnor stem cells (self-renewal) and to the majority of tumor cells of a
solid tumor that lack tumorigenic potential. Indeed, mutations within a long-lived stem ce;ll
population may initiate the formation of cancer stem cells that underlie the growth and
maintenance of tumors and whose presence contributes to the failuré of current therapeutic
approaches. |

[013] The stem cell nature of cancer was first revealed in the blood cancer, acute
myeloid leukemia (AML) (Lapidot et al., 1994, Natu}e 17:645-8). More recently it has been
demonstrated that malignant human breast and colon tumors similarly harbor a small, distinct
population of cancer stem c.élls enriched for the ability to form tumors in immunodeficient
mice. An ESA+, CD44+, CD24-/low, Lin- cell population in breast tumors was found to be
50-fold enriched for tumorigenic cells compared to unfractionated tumor cells (Al-Hajj et .al.,
2003, Proc. Nat'l Acad. Sci. 100:3983-8). Siﬁﬁlarly, the ESA+, CD44+ subpopulation in
colorectal tumors was found to uniquely include tumorigenic cells, and the addition of

CD166 to this profile was able to further enrich for colon cancer stem cells (CoCSC)
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(Dalerba et al. 2007 Proc Nat'l Acad Sci 104:10158-63). The ability to prospectively isolgte
the tumorigenic cancer cells has peﬁnitted investigation of critical biological pathways that
underlie tumorigenicity in these cells, and thus promises the development of better diagnostic
assays and therapeutics for cancer patients. It is toward this purpose that this invention is

directed.

SUMMARY

[014] Provided are antibodies that speciﬁcally bind to a human Delta-like ligand 4
(i)LL4)( epitope formed by a combinatioh of the human ]’.)LL4 N-terminal region (SEQ ID
NO: 27) and human DSL domain (SEQ ID NO: 26), wherein the antibody affects tumor
growth. Also provided is a pharmaceutical composition comprising an antibody of the
present disciosure and a pharmaceutically acceptable vehicle. Further provided is a method
of treating cancer comprising administering a therapeutically effective amount of a DLL4
antibody of the present disclosure.

[015] Additional objects and advantages of the invention will be set forth in part in
the description which follows, and in paﬁ will be obvious from the description, or may be
learned by practice of the invention, The objects and advantages of the invention will be
realized énd attained by means of the elemenfs and combinations particularly pointed out in
the appended claims. It is to be understood that both the foregoing general description.and
the following detailed description are exemplary and explanatory only and are not restrictive
of the inventibn, as claimed. The accompanying drawings, which are incorporated in and
constitute a part of this specification, illustrate several embodﬁnents of the invention and,
together with the description, serve to explain the principles of the invention. n the
speciﬁ'catibn and the appended claims, the singuiar forms “a,” “an,” and “the” include plural

reference unless the context clearly dictates otherwise.
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[016] Figure 1: Specific Binding of anti-DLL4 21M18 Antibodies to Native Cell-

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Surface DLL4 Protein. HEK 293 cells co-transfected with full-length DLL4 and GFP were
incubated with anti-DLL4 antibodies and sorted by FACS. Anti-DLL4 antibodies 21M14
and 21M18 show specific binding to cells expressing DI.I4 as revealed by the linear
relationship between DLL4 antibody binding and GFP expression.

.[01 7]  Figure 2: DLL4 Antibodies Block the Interaction of Human DLL4 with the
Notch Receptor. A) HEK 293 cells expressing DLL4 were incubated with Notch-Fc or
control Fc protein in the pfesénce of DLL4 or control antibodies. High fluorescence intensity
indicates the presence of Notch and DLLA4 binding in the presence of a control antibody (line
2) and 21M12 anti-DLL4.antibodies (line 5). Low fluorescence intensity indicates the
ébsence of Notch and DLL4 intéractions in the absence of Notch (line 1) and the disruption
of Notch and DLL4 interactions in the presence of anti-DLL4 antibodies 21M18 (line 3) and
21M14 (line 4). B) HEK 293 cells expressing Notch1 were incubated with either human or
murine DLL4-Fc. Binding was detected by fluorescently labeled anti-Fc and analyzed by
FACS, with high fluorescence intensity indicative of binding between DLL4 and Notchl
expressing cells. 21M18 blocks binding of human DLL4‘ (gray squares) but not murine
DLLA4 (black circles) to the Notch receptor.

[018]  Figure 3: Epitope Mapping of Anti-DLL4 Antibodies. A) Fusion proteins
with nested deletions of the extracéllular domain of human DLL4 were incubated in an
ELISA assay with 21M14 and 21M18 anti-DLL4 antibodies. No binding above background
was detected in the presence of fusion proteins containing be&een amino acids 1 to 154 (aa
1-96, white bar with black dots; aa 1-154, black bar with white dbts). In contrast, binding

was detected between anti-DLL4 antibodies and all fusion proteins containing between amino

- acids 1 to 217, including the DSL domain, of DLL4 (aa 1-217, horizontal striped bar; aa 1-
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251, diagonal striped bar; aa 1-283, hatched bar; aa 1-323, gray bar with white dots). B)
Western blots show expression of human DLL4 (h-DLL4) C-terminal deletion proteins and
murine-human DLLA4 chimeric fusion proteins (anti-hFc; top). The DLL4 fusion proteins
comprise one or more of domains 1 to 6, where domains 1 and 2 are N-terminal amino acids
1 to 154; domain 3 is the DSL domain from amino acids 155 to 217; and domains 4, 5, and 6
are each an EGF domain as depicted graphically in C. 21M18 antibodies recognize h-DLL4
protein only in the presence of amino acids 1-217 (hDLL4dbml-3). In contrast to the. human
protein, fusion proteins comprising murine DLL4 (m-DLLA4) amino acids 1-217 (dom1-3) are
not recognized by 21M18 (m-DLL4 dom1-3:h-DLMdorﬂ4-6). Yet fusion proteins |
comprising h-DLL4 amino acids 1-154 (dom1-2) in the presence of murine dom3 are
recognfzed by 21M18 (h-DLL4 doml -2:mDLL4dom3-6). C) A schematic summary of the
binding datg of B is shown. The domain structure of DLL4 is shown at top with the DLL4
fusion ﬁroteins listed and shown schematically on the left side with human protein
represented by light gray and mouse protein representéd by dark gray. 21M18 binding to>
each DLL4 fragment is indicated by é“+” versus a “-”, D) ELISA analysis of 21M18
binding to DLL4 protein fragments containing substitution of corresﬁonding murine residues
for human residues at select positions. 21M18 displays impaired binding to DLL4 protein

fragments with substitutions at amino acids 68, 69, and 71 (replacement of valine, valine,

~ and proline) or at amino acids 142 and 144 (replacement of lysine and alanine). E) ELISA

analysis of the binding of antibc;dies 21M18 and 21M21 to DLIL4 protein fragments
containing substitution of corresponding murine residues for human residues at select
positions within the DSL domain. Antibody 21M21 displays impaired binding to hl;man
DLL4 protein fragments containing amino acid substitutions at amino acids 161 and 162

(replacement of threonine and serine). As 21M21 does not impair DLL4 function in
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signaling assays (see Figure 6), this demonstrates that not all antibodies that bind to the DSL
region impact DLL4 function. |

I[019] | Figure 4: Sequence alignment of the heavy chain variable region. A)
Parental murine 21M18 antibody sequence (m-21M18-Vh, top) human expressed ﬁ'ameworl\<
sequence ‘(h-EST-fr.amework, middle) and the humanized 21M18 heavy chain variable region
sequence (21M18- H7, bottom) are shown with conserved amino acid residues shaded in
black. The three CDRs are marked showing retention of 4parenta1 mﬁrine sequences in tﬁe
humanized 21M18 antibody. The cysteine residue at Kabat position 52a in CDR2 has been
changed to a serine and a vaiine residue without loss of specific binding to D114 in 21M18 H7
and 21M18 H9, respectively. Substitutions within the framework region shown in 4A are
numbered 1-6 with corresponding Kabat positions in the Vh chain 16, 20, 27, 28, 38, 48. B)
Parentai murine 21M18 antibody sequence (m-21M18-Vh, top), human germline Vh
sequence (h-germline-Vh, middle), and the humanized 21M18 heavy chain variable region
sequence (21M18- H2, bottom) are shown with conserved amino acid residues shaded in
black. The three CDRs are marked showing rc;,terition of parental murine sequences in the
humanized 21M18 antibody. The cysteine residue at Kabat position 52a in CDR2 has been
changed to a serine énd a valine residue without loss of specific binding to D114 in 21M18 H7
and 21M18 HO9, respectively. The five retained murine residues within the variable
framework region of all heavy chain variants are numbered 1-5 at their corresponding Kabat
positions 20, 28, 38, 48, and 69.

[020]  Figure 5: Sequence ali gnment of the light chain variable region. Parental

~murine 21M18 antibody sequence (m-21M18-Vk, top), human germline sequence (h-

germline VK, bottom), and humanized 21M18 light chain variable region sequence (21M18-
L2, middle) are shown with conserved amino acid residues shaded in black. The three CDRs

are marked showing retention of parental murine sequences in the humanized 21M18
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antibody. The two retained murine residues within the variable framework region are
numbered 1-2 at their corresponding Kabat positions 22 and 36.
[021] Figure 6: DLL4 Antibodies Block Notch Signaling. HelLa cells co-

transfected with Hes1-Luc reporter and Renilla luciferase reporter vectors were incubated

. with DLL4-Fc protein in the presence or absence of anti-DLL4 antibodies. Decreased

luciferase levels demonstrate loss of DLL4 Notch pathway activatipn by 21M14 and 21M18
antibodies.

[022] Figure 7: DLL4 Antibodies Modulate Expression of Notch Target Genes in
Colon Tumors. A) C8 colon tumors treated with r;mti;DLL4 21M18 antibodies or PBS
(Control) were isolated and expression of HES1 and ATOH-1 determined by quantitative RT-
PCR. Relative gene expression (y-axis) compared to control treated cells shows that
treatment with anti-DLL4 antibodies decreased expression of HES1 and increased expression
of ATOH-1. B) Relative expression ratio (y-axis) of HES1 versus ATCHI in mouse lineage-
depieted OMP-C11 colon tumor cell colonies is shown. Cl11 colonies overlaid with 3T3 cells

overexpressing DLL4 (3T3+DLL4) showed an increased in the HESl/ATOHl expression

. ratio compared to colon cells overlaid with 3T3 cells (3T3) or not exposed to cell overlay

(Control). This increase in the HES1/ATOH]1 expression ratio was eliminated by incubation

with 10 ug/mL 21M18 antibodies (21M18) or 5 uM-secretase inhibitor DBZ (5-uM GSI). .
[023]  Figure 8: DLL4 Antibodies Reduce Tumor Growth. NOD/SCID mice were
injected with dissociated UM-C4 cells and treated with anti-DLL4 21M18 antibodies (n=5) or
PBS (n=10). Treatment with 21M18 antibodies (diamonds) reduced tumor growth starting on
day 23, and up to 54% reduction was observed by day 48 compared to PBS injected controls
(black squares). |
[024] Figure 9: Treatment with DLL4 Antibodies Reduces the Number of

Proliferating Tumor Cells in Vivo. C8 Colon tumors treated with anti-DLL4 21M18
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antibodies or control Ab were isolated. Immunocytochemistry with an antibody against Ki67
showed a reduction in the number of proliferating cells in 21M18 treated tumors compared to
control. |

[025 ]' F igure 10: Treatment with DLL4 Antibodies in Combination with
Fluorquracil (5-FU) Réduces Tumor Growth. NOD/SCID mice were injected with
dissociated UM-C4 cells and treated with anti-DLL4 antibodies or PBS in the presence or
absence of 5-FU. A) Treatment with 21M18 antibodies in combination with 5-FU (circles,
dashed line) reduced tumor growth 46 days after injection of tumor cells to a greater degree
than treatment with either 5-FU (triangles, solid line) or 2vl'M1 8 antibodies (diamonds, dotted
line) alone and to a greater degree than PBS injected controls (squares, solid line). Tumor
volume in mm? is indicated on the y-axis. B) Plots of tumor measurements on day 46 from

individual animals. Each dot represents one animal. Treatment with 21M18 antibodies or 5-

" FU each reduced tumor size (mm°) compared to control. Furthermore, combination treatment

with 21M18 antibodies and 5-FU had an additive effect, reduging tumor size to 1/5 the size of
control.,

[026] Figure 11: Treatment with DLL4 Antibodies.in Combination with anti- )
EGFR Antibodies Reduces Tumor Growth. NOD/SCID mice were injected with dissociated
UM-C4 cells and treated with anti-DLL4 antibodies or PBS in the presence or absence of
anti-EGFR antibodies. Plots of tumor measurements on day 46 from individual animals are
shown. Each dot represents one animal. Treatment with 21M18 antibodies or anti-EGFR:
antibodies each reduced tumor size (mm®) compared to control. Furthermore, combination
treatment with 21M18 and anti-EGFR antibodies had an additive effect, reducing tumor size
to less than 1/5 the size of control.

t027] Figure 12: Anti-DLL4 mAb 21M18 and Irinotecan Act Synergistically to

Inhibit Colon Tumor Growth. NOD/SCID mice were injected with dissociated C8 cells and
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treated with anti-DLI.4 antibodies or control antibody in the presence or absence of
Irinotecan. A) Treatment with murine 21M18 antibodies (circles) or Irinotecan (triangles)
élone _each reduced tufnor volume (y-axis mm®) compared to control treated animals (black
squares). However, combination treatment with 21M18 and Irinote;can (inverse triangles)
had a synergistic effect, completely eliminating tumor growth for up to 55 days post-cell
injection. B) Treatment with hﬁmanized 21M18 (h21M18) in combination with Irinotecan
(irten) (circles) has similar efficacy as murine 21M18 (m21M18) (triangles) as compared to
control antibody (black squares) or control antibody with Irinotecan (triangles).

[028] Figure 13: Combination Anti-DLL4 21M18 and Irinotecan Treatment

Prevents Colon Tumor Re-Growth. NOD/SCID mice were injected with dissaciated C8 cells

and treated with Irinotecan or Irinotecan in combination with anti-DLL4 21M18 antibodies
(n=10 per group). A) Treatment with Irinotecan alone slowed colon tumor growth, but
growth continued after cessation of treatment on day 56 (* arrow) in all but two treated
animals. B) In contrast, treatment with a combination of Irinotecan and anti-DLL4 21M18
antibodies eliminated colon tumor growth both during treatment and for up to five weeksﬁ
following cessation of treatment on day 56 in all ten treated animals. Each line represents the
growth curve for an individual animal. |

[029] Figure 14: Combihation Anti-DLL4 21M18 and Irinotecan Treatment
Inhibits the Growth of Established Colon Tumors More Effectively than Singie Therapy
Treatment. NOD/SCID mice were injected with dissociated C8 cells and ’treated with anti-
DLL4 antibodies or control antibody in the presence or absence of Irinotecan. Treatment
with 21M18 antibodies (diamonds) or Irinotecan (triangles) alone each reduced tumor
volume (y-axis mm®) compared to control_ treated animals (black squares). Hovlvever,
combination treatment with 21M18 plus Irinotecan (inverse triangles) inhibited tumor growth

more effectively than either 21M18 or Irinotecan treatment alone.
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[030]  Figure 15: Tumors Treated with Anti-DLL4 Antibodies Show Decreased
Numbers of Tumorigenic Cells. Immunocompromised mice (n = 10 per group) were injected
with decreasing dosages of tumor cells from the experiment shown in Figure 14 that had been
treated with either contfol antibody, Irinotecan p]_us control antibody, DLL4 21M18
antibodies alone, or é combination of DLL4 21M18 antibodies and Irinotecan (Corﬁbination).

A) Results of tumor take rates on day 81. Tumor volume (mm>) was graphed compared to

* the number of human tumor cells injected: 900, 300, 100, and 50 for each treatment group.

The number of animals with detectable tumors over the teri injected animals for each tumor
cell dose is recorded below the graph of tumor volume for each cell dose wi;th control treated
tumor cells on the left (filled circles), anti-DLL4 21M18 antibody treated tumor cells second
to the left (open squares), Irinotecan treated tumor cells second to the right (filled triangxlesb),
and Combination treated tumor cells on the ﬁght (bpen circles).. B) The stem cell frequency
on day 81 was calculated. The proportion of cancer stem cells (y-axis) from control treated
(left) compared to anti-DLLA4 treated (second from left), Irinotecan only treated (second from
right), and Combination treated (right) tumor cells is plotted with the 95% éonfidence
interval. The anti-DLL4 treated group has a statistically significant difference versus the
control group (*) and the combination group is significantly different versus bpth the control
(*) and Irinotecan alone groups(**).

[031] Figure 16: Anti-DLIA 21M18 and Irinotecan Combination Treatment Delays
Tumor Recurrence. Immunocompromised mice were injected with dissociated C8 cells and
established tumors of approximately 150 mm® were treated with a combination of Irinotecan
(45 mg/kg, dosed twice a week) with either anti-DLI4 21M18 a.ﬁtibodies or control
antibodies for 32 days after which Irinotecan treatment was halted. Treatment with the either
the control antibody or 21M18 continued. Reoccurrence of tumors by tumor volume (y-axis)

was delayed in 21M18 treated animals (triangles) as compared to controls (circles).
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[032] Figure 17: Anti-DLL4 21M.18 and Irinotecan Combination Treatment Delays
Tumor Recurrence. The individual animals from thev‘experiment shown in Figure 16 are
shown. The total tumor volume (y—axis) of each animal is shown 47 days after termination of
Irinotecan treatment. ‘

[033] Figure 18. Anti-DLL4 21M18 and anti-VEGF combination reduces tumor
growth. C17 tumor cells were implanted and treatment was initiated two day later with either
control antil;ody (black squares, solid line), 21M18 (triangles, dashed line), anti-VEGF
(diamonds, $olid line), or the combination of both antibodies (circles, dotted line). Each anti-
body was dosed at 10 mg/kg,'given twice a week and there were 10 animals per group. Both
21M18 and anti-VEGF reduced tumor growth and the combination was. more effective than

either single antibody.

DESCRIPTION OF THE EMBODIMENTS

{034]  The term "antibody" is used to mean an immunoglobulin molecule that
recognizes and specifically binds to a target, such as a protein, polypeptide, peptide,
carbohydrate, polynucleotide, lipid, or combinations of the foregoing through at least one
antigen recognition site within the variable region of the immunoglobdlin molecule. In
certain embodiments, antibodies of the present i.nvention‘include antagonist aﬁtibodies that
specifically bind to a cancer stem cell marker protein and interfere with, for example, ligand
binding, receptor dimerization, expression of a cancer stem cell marker protein, and/or
downstream signaling of a cancer stem cell marker protein. In certain embodiments, -
disclosed antibodiés include agonist antibodies that specifically bind to a cancer stém cell
marker protéin and promote, for example, ligand binding, receptor dimerization, and/or
signaling by a cancer stem cell marker protein. In certain embodiments, disclosed antibodies
do not interfere with or promote the biological activity of a cancer stem cell marker protein

but inhibit tumor growth by, for example, antibody i.ﬁternalization and/or recognition by the
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immune system. As used herein, the term “antibody” encompasses intact polyclonal
antibodies, intact monoclonal antibodies, antibody fragments (such as Fab, Fab', F(ab")2, and
Fv fragments), single chain Fv (scFv) mutants, multiépeciﬁc antibodies such as bispecific
antibodies generated from at least two intact antibodies, chimeric antibodies, humanized
antibodies, human antibodies, ﬁlsionv proteins comprising an antigen determination portion of
an antibody, and any other modified immunoglobulin molecule coi_npn‘sing an antigen
recognition site so long as the antibodies exhibit the desired biological activity. An antibody
can be of any the five major classes of immunoglobulins: IgA, IgD, IgE, IgG, and IgM, or
subclasses (isotypes) thereof (e.g. IgG1, igGZ, 1gG3, IgG4, IgAl and IgA?2), based on the
identity of their heavy—cﬁain constant domainé referred to as alpha, delta, epsilon, gamma,
and mu, respectively. The different classes of immunoglobulins have different and well
known subunit structures and three-dimensional configurations. AAntibodies can be naked or
conjugated to other molecules such as toxins, radioisotopes, etc.

[035] As uséd herein, the term "antibody fragment" refer; to a portion of an intact
antibody and refers to the antigenic determining variable regidns of an intact antibody.
Examples of antibody fragments include, but are not limited to Fab, Fab', F(ab")2, and Fv
fragments, linear antibodies, single chain aﬁtibodies, and multispecific antibodies formed
from antibody fragments. |

[036] An"Fv antibody” refers to the minimal antibody fragment that contains a
complete antigen-recognition aﬁd -binding sjte either as two—chéins, in which one heavy and
one light chain variable domain form a non-covalent dimer, or as a single-_chain (scFv), in
which one heavy and one light chain variable domain are covalently linked by a flexible
peptide linker so that the two chains associate in a similar dimeric sfructure. In this
configuration the complementarity determining regions (CDRs) of each variable domain

interact to define the antigen-binding specificity of the Fv dimer. Alternatively a single
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variable domain (or half of an Fv) can be used to recognize and bind antigen, although
generally with lower affinity.
[037] A "monoclonal antibody" as used herein refers to homogenous antibody

population involved in the highly specific recognition and binding of a single antigenic

determinant, or epitope. This is in contrast to polyclonal antibodies that typically include

different antibodies directed against different anti genic determinants. - The term “monoclonal
antibody” encompﬁsses both intact and full-length monoclonal antibodies as well as ahtibody
fragments (such as Fab, Fab', F(ab')2, Fv), single chain (scFv) mutants, fusion protéins
comprising an antibody portion, and any other modified imrﬁunoglobulin molecule
comprising an antigen recognition site. F urthermore, “monoclonal antibody” refers to sﬁch
antibodies made in any_ number of manners including but_'not limited to by hybridoma, phage
selection, recombinant expression, and transgenic animals.

[038]  As used herein, the term “humanized antibody” refers to forms of non-

human (e.g. murine) antibodies that are specific immunoglobulin chains, chimeric

immunoglobulins, or fragments thereof that contain minimal non-human sequences.

Typically, humanized antibodies are human immunoglobulins in which residues from the
complementarity determining regions (CDRs) within the antigen determination region (or
hypervariable region) of the variable region of an antibody chain or chains are replaced by
residues from the CDR of a non-human species (e.g. mouse, rat, rabbit, hamster) that have the
desired specificity, affinity, and capability. In some instances, residues from the variable
chain framework region (FR) of a human immunoglobulin are replaced with the
corresponding residues in an antibody from a non-human species that has the desired
speciﬁcify, affinity, ;ind capability. The humanized antibody can be further modified by the
substitution of additional residue either in the variable framework region and/or within the

replaced non-human residues to refine and optimize antibody specificity, affinity, and/or
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capability. In general, the humanized antibody will comprise substantially all of at least one,
and typically two or three or four, variable domains containing all or substantially all of the’
CDR reéions that correspond to the non-human immunoélobulin whereas all or substantially
all of the FR regions are those of a human immunoglpbulin consensus sequence. The
humanized antibody can- also comprise at least a portion of an immunoglobulin constant
region or domain (Fc), typicélly that of a human iﬁlmuhoglobulin. Examples of methods
used to generate humanized antibodies are described in U.S. Pat. 5,225,539, |

[039]  The term "human antibody" as used herein means an antibody produced by a
human or an antibody having an amino acid sequencf: corresponding to an.antibody produced
by a human made using any technique known in the art. This deﬁ.nition of a human antibody
includes intact or full-len gth antibodies, fragments thereof, and/or antibodies comprising at
least one human heavy and/or light chain polyi)eptide such as, for example, an antibody
comprising mﬁrine light chain and hurﬁan heavy chain polypeptides.

[040]  “Hybrid antibodies™ are immunoglobulin molecules in which pairs of heavy
and light chains from antibodies with different anti genic determinant regions are assembled
together so that two different epitopes or two different antigens can be recognized and bound
by the resulting tetramer.

[041] The term "chimeric ant1;bodies" refers to antibodies wherein the amino acid
sequence of the immunoglobulin molecule is derived from two or more species. Typically,
the Yariable region of both light and heavy chains 'corr.esponds to the variable region of
antibodies derived from one species of mammals (e.g. mouse, rat, rabbit, etc) with the desired
specificity, affinity, and capability while the constant regions are homologous to the
sequences in aﬁtibodies deﬁved from another (usually human) to avoid eliciting an immune

response in that species.
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[042]  The term “epitope” or “antigenic determinant” are used interchangeably
herein and refer to that portion of an antigen capable of being recognized and specifically
bound by a particular antibody. When the antigen is a polypeptide, epitopes can be formed
both from contiguous amino acids and noncontiguous amino acids juxtaposed by tertiary
folding of a protein. Epitopes formed from contiguous amino acids are typically retained
upon protein denaturing, whereas epitopes formed by tertiary folding are typically lost upon
protein denaturing. An epitope typically includes at least 3, and more usually, at least 5 or 8-
10 amino acids in a unique spatial conformation, |

| [043] Competition between antibodies is detenﬁinéd by an assay in which the
immunoglobulin under test inhibits specific binding of a reference antibody to a common
antigen. Numerous types of competitive binding assays are known, for example: solid phase
direct or indirect radioimmunoassay (RIA), solid phase direct or indirect enzyme
immunoassay (EIA), sandwich competition assay (see Stahli et al., Methods in Enzymology
9:242-253 (1983)); solid phase direct biotin-avidin EIA (see Kirkland et al., J. Immunol.
137:3614-3619 (1986)); solid phase direct labeled assay, solid phase direct labeled sandwich
assay (see Harlow and Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual,” Cold Spring Hérbor Press
(1988)); solid phase direct label RIA using I-125 label (see Morel et al., Molec. Immunol.
25(1):7-15 (1988)); solid phase direct biotin-avidin EIA (Cheung et al., Virology 176:546-
552 (1990)); and direct labeled RIA (Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol. 32:77-82
(1990)). Typically, such an assay involves the use of puriﬁed antigen bound to a solid
surface or cells bearing either of these, an unlabeled test immunoglobutin and a labeled
reference immunoglobulin. Competitive inhibition is measured by determining the amount of
label. bound to the solid surface or cells in the presence of the test immunoglobulin. Usually
the test immunoglobulin is present in excess. Antibodies identified by competition assay

(competing antibodies) include antibodies binding to the same epitope as the reference
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antibody and antibodies binding to an adjacent epitope sufficiently proximal to the epitope
bound by the reference antibody for steric hindrance to occur. Usually, when a competing
antibody is present in excess, it will inhibit specific binding of a reference antibody to a
common antigen by at least 50 or 75%.

[044]  That an antibody “selectively binds” or "speciﬁéally binds" means that the
antibody reacts or associates more frequently, more rapidly, with greater duration, with -
greater affinity, or with some combinaﬁon of the above to an epitope than with altemativé
substances, including unrelated proteins. “Seléctively binds” or “specifically binds” means,
for instar;ce, that an antibody binds to a protein with a K of at .lkeast about 0.1 mM, but more
usually at least about 1 uM. “Selectively binds” or “specifically binds” means at times that
an antibody binds to a protein at times with a K of at least about 0.1 uM or better, and at
other times at least about 0.01 M or better. Becaus; of the sequence identity between
homologous prote_invs in different species, specific binding can include an antibody that
recognizes a cancer stem cell marker protein in more than one species.

[045] As used herein, the terms "non-specific binding" apd "background binding"
when used in reference to the interaction of an antibody and a protein or peptide refer to an
interaction that is not dependent on the presence of a particular structure (i.el., the antibody is
binding to proteins in general rather that a particular structure sﬁch as an epitope).

[(;46] The terms "isolated" or "purified” refer to material that is substantially or
essentially free from components that normally accompany it in its native state. Purity and
homogeneity are typically determined using analytical lchemistry techniques such as
polyacrylamide gel electrophoresis or high performance liquid chromatography. A protein
(e.g. an antibody) or nucleic acid of the present disclosure that is the predominant species
present in a preparation is substantially purified. In particular, an isolated nucleic acid is

separated from open reading frames that naturally flank the gene and encode proteins other
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than protein encoded by the gene. An isolated antibody is separated from other non-
immunoglobulin prote_ins and from other immunoglobulin proteins with different antigen
binding specificity. It can also mean that the nucleic acid or protein is in some embodiments
at least 80% pure, in some embodiments at least 85% pure, in sorhe embodiments at least
90% pure, in some embodiments at least 95% pure, and in some embodiments at least 99%
pure.

[047]  As used herein, the terms "cancer” and "cancerous" refer to or describe the
physiological condition in mammals in which a population of cells are characterized by
unregulated cell growth. 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, small-cell lung cancer, 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 uterine carcinoma, salivary gland carcinoma, kidney cancer,
liver cancer, prostate cancer, vulval cancer, thyroid cancer, hepatic carcinoma and various
types of head and neck cancers.

[048] The terms “proliferative disorder” and “proliferative disease” refer to
disorders associated with abnormal cell proliferation such as cancer. .

[049] “Tumor” and “nedplasm” as used herein refer to any mass of tissue that
result from excessive cell growth or proliferation, either benign (noncancerous) or malignant
(cancgrous) including pre-cancerous lesions.

(050] “Metastasis™ as used herein refers to the process by which a canéér spreads
or transfers from the site of origin to other regions of the body with the development of a

similar cancerous lesion at the new location. A “metastatic” or “metastasizing” cell is one
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that loses adhesive contacts with neighboring cells and migrates via the bloodstream or
lymph from the primary site of disease to invade neighboring body structures.

[051] = The terfns “cancer stem cell”, “tumor stem cell”, or “solid tumor stem celi”
are used interchangeably herein and refer to a population of cells from a soljd tumor that: (1)
have extensive proliferative capacity; 2) are capable of asymmetric cell division to generate
one or more kinds of differentiated progeny with reduced proliferative or developmenta] A
potential; and (3) are capable of symmetric cell divisions for self—?enewal or self-
maintenance. These properties of “cancer stem cells”, “tumor stem cells” or “solid tumor
stem cells” confer on those cancer stem cells the ability to fofrn palpable tumors upon serial
transplantation into an immunocompromised mouse compared' to the maj oﬁty of tumof cells
that fail to form tumors. Cancer stem cells undergo self-renewal versus differentiation in a
chaotic manner to form tumors with abnormal cell types that can change over time as
mutations occur. Solid tumor stem cells differ from the "cancer stem line" provided by U.s.
Pat. No. 6,004,528. In that patent, the "cancer stem line" is defined as a slow growing
progenitor cell type that itself has few mutations but which undergoes symmetric rather than
asymmetric cell divisions as a result of tumorigenic changes that occur in the cell's
environment. This "cancer stem line" hypothesis thus proposes that hi ghl)} mutated, raﬁidly
proliferating tumor cells arise largely as a result of an abnormal environment, which causes
relatively normal stem cells to accumulate and then undergo mutations that cause them to
become tumor cells. U.S. Pat. No. 6,004,528 proposes that such a model can be used to
enhance the diagnosis of cancer. The solid tumbr stem cell model is fundamentally different
from the "cancer stem line" model and as a result exhibits utilities not offered by the "cancer
stem line" model. First, solid tumor stem cells are not "mutationally spared”. The
"mutationally spared cancer stem line" described by U.S. Pat. No. 6,004,528 can be

considered a pre-cancerous lesion, while solid tumor stem cells are cancer cells that may
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themsel;/es contain the mutations that are responsible for tumorigenesis starting at the pre-
cancerous stage through later stage cancer. That is, solid tumor stem cells ("cancér stem
cells") would be included among the highly mutated cells that are distinguished from the
“cancer stem line"” in U.S. Pat. No. 6,004,528. Second, the genetic mutations that lead to
cancer can be largely intrinsic within the solid tumor stem cells as well as being
environmental. The solid tumor stem cell model predicts that isoléted solid tumor stem cells
can give rise to adfditional tumors”upon transplantation (thus explaining metastasis) while the
"cancer stém line" model would predict that transplanted "cancer stem line" cells would not
be able to give rise to a nevx" tumor, since it was their abnormal environment that v;/as :
tumorigenic. Incieed, the ability to transplant dissociat_ed, and phenotypically isolated human
solid tumor stem cells to mice (into an environment thaf is very different from the normal
tumor environment) where they still form new turnbr‘s distinguishes the present invention

from the "cancer stem line" model. Third, solid tumor stem cells likely divide both

. symmetrically and asymmetrically, such that symmetric cell division is not an obligate

property. Fourth, solid tumor stem cells can divide rapidly or slowly, depending on many
variables, such that a slow proliferation rate is not a defining characteristic.

[052]  The terms “cancer cell”, “tumor cell” énd grammatical equivalents refer to
the total population of cells derived from a tumor or a pre-cancerous lesion including both
non-tumorigenic cells, which comprise the bulk of the tumor cell population, and tumorigenic
stem cells (cang:er stem cells).

[053]  As used herein “tumorigenic” refers to the functional features of a solid
tumor stem cell including the properties of self-renewal (giving ﬁse to additional tumorigenic
cancer stem cells) and proliferation to generate all other tumor cells (giving rise to

differentiated and thus non-tumorigenic tumor cells) that allow solid tumor stem cells to form

a tumor.
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[054]  As used herein, the terms "stem cell cancer marker(s)", “cancer stem cell
marker(s)”, “tumor stem cell marker(s)”, or “solid tumor stem cell marker(s)” refer to a gene
or genes or a protein, polypeptide, or peptide expressed by the gene or genes whose
expression level, alone or in combination with other genes, is cdrrelated with the presence of
tumorigenic cancer cells compared to non-tumorigenic cells. The éorrelation can relate to
cither an increased or. decreased expression of the géne (e.g. increased or decreased levels of
mRNA or the peptide encoded by the gene).

(055]  As used herein, the terms “biopsy” or ”biof;sy tissue" refer to a sample of
tissue or fluid that is removed froﬁl a subject for the purpose of ~determLining if the samplé
contains cancerous tiésue. In some embodiments, biopsy tissue or fluid is obtained because a
subject is suspected of having cancer, and the biopsy tissue or fluid is then examined for the
presence or absence of cancer.

[056]  Asused herein, the term "subject" refers to any animal (e.g., a mammal),
includiné, but not limited to humans, non-human primates, rodents, and the like, which is to
be the recipient of a partiéular treatment. Typically, the terms "éubj ect" and "patient" are
used interchangeably herein in reference to a human subject.

(057] “Pharmaceutically acceptable” refers to approved or approvable by a
regulatory agenéy of the Federal or a state government or listed in thé U.S. Pharmacopeia or
other generally recognized pharmacopeia for use in animals, including humans.

[058] ‘“Pharmaceutically acceptable salt” refers to a salt of a compound that is
pharmaceutically acceptable and that possesses the desired pharmacological activity of the
parent compound.

[059] “Pharmaceutically acceptable excipient, carrier or adjuvant” refers to an
excipient, carrier or adjuvant that can be administered to a subject, together with at least one

antibody of the present disclosure, and which does not destroy the pharmacological activity
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thereof and is nontoxic when administered in doses sufficient to deliver a therapeutic amount
of the cqmpound.

[060] “Pharmaceutically acceptable vehicle” refers to a diluent, adjuvant, excipient,
or carrier with which at least one antibody of the present disclosure is administered.

[061) “Prédrug” refers to a derivative of a therapeutically effective compound that
requires a transformation within the body to produce the therapeutically effective compound.
Prodrugs can be pharmacologically inactive until converted to the therapeutically-f effective
parent compound.

[(062] The term "therapeuticaliy effective amount" refers to an amount of an
antibody, polypeptide, polynucleotide, smali organic molecule, or other drug effecfive'to
"treat" a !disease or disorder in a subject or mammal. In the case of cancer, the therapeutically
effective amount of the drug can reducé the number of cancer cells; reduce the tumor size;
inhibit or stop cancer cell infiltration into peripheral organs including, for example, the
spread of cancer into soft tissue and bone; inhibit and stop tumor metastasis; inhibit and stop
tumor growth; relieve to some extent one or more of the symptoms associated with the
cancer, reduce morbidity and mortality; improve quality of life; or a combination of such
effects. To the extent the drug prevents growth and/or kills existing cancer cells, it can be
referred fo as cytostatic and/or cytotoxic.

.[063] As used herein, “providing a diagnosis” or “diagnostic information” refers to
any information, including for example the presence of cancer stem cells, that is useful in
determining whether a patient has a disease or éondition and/or in classifying the disease or
condition into a phenotypic category or any categox;y having significance with regards to the
prognosis of or likely response to treatment (either treatment in general or any paﬁicular
treatment) of the disease or condition. Similarly, diagnosis refers to providing any type of

diagnostic information, including, but not limited to, whether a subject is likely to have a
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condition (such as a tumor), whether a subject’s tumor comprises cancer stem cells,

information related to the nature or classification of a tumor as for example a high risk tumor

' or a low risk tumor, information related to prognosis and/or information useful in selecting an

' appropriate treatment. Selection of treatment can include the choice of a particular

chemotherapeutic agent or other treatment modality such as surgery or radiation or a choice
about whether to withhold or deliver therapy.

[064] As used herein, the terms "providing a progqosis", “prognostic information’;,
or “predictive information™ refer to providing information; including for example the
presence of cancer stem cells in é subject’s tumor, regarding the impact of the presence of
cancer (e.g., as determined by the diagnostic methods of the present invention) on a subject's
future health (e.g., expected morbidity or mortality, the Iikclihoqd of getting cancer, and the
risk of metastasis).

[065] Terms such as "treating" or "treatment" or “to treat” or "alleviating" or “to
alleviate” refer to both 1) therapeutic measures that cure, slow down, lessen symptoms of,
and/or halt progression of a diagnosed pathologic condition or disorder and 2) prophylaétic or
preventétive measures that prevent and/or slow the developmgnt of a targeted pathologic
condition or disorder. Thus those in need of treatment include those alréady with the
disorder; those prone to have the disorder; and those in whom the disorder is to be prevented.
A subject is successfully "treated” according to the methods of the present invention if the
patient shows one or more of the fol]owing: a reduction in the number of or complete absence
of cancer cells; a reduction in the 'tumor size; inhibition of or an absence of cancer cell
infiltration into peripheral organs including, for example, the spread of cancer into soft tissue
and bone; inhibition qf or an absence of tumor metastasis; inhibition or an absence of tumor
growth; relief of one or more symptoms associated with the specific cancer; reduced

morbidity and mortality; improvement in quality of life; or some combination of effects.
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[066]  As used herein, the terms “polynucleotide” or "nucleic acid" refer to a
polymer composed of a multiplicity of nucleotide units (ribonucleotide or
deoxyribonucleotide or related structural variants) linked via phosphodiester bonds, including
but not‘lrimited to, DNA or RNA. The term encompasses sequences that include any of the
known base analogs of DNA and RNA. including, but not limited to, 4 acetylcytosine, 8-
hydroxy-N6-methyladenosine, aziridinylcytosine, pseudoisocytosine, 5
(carboxyhydroxylmethyl) uracil, 5-fluorouracil, S bromouracil, 5-carboxymethylaminomethyl
2 thiouracil, 5 carboxymethylaminométhyluracil, dihydrouracil, inosine, N6
isopentenyladenine, 1 methyladenine, l-methylpseudéuracil, 1 methylguanine, 1
methylinosine, 2,2-dimethylguanir-16, 2 methyladenine, 2 methylguanine, 3-methylcytosine, 5
methylcytosine, N6 methyladenine, 7 methylguanine, 5 methylamihomethyluracil, 5-
methoxyaminometh).'l 2 thiouracil, beta D mannosylqueosine, 5'
methoxyycarbonylmethyluracil, 5 methoxyuracil, 2 methylthio N6 isopentenyladenine, uracil
5 oxyacetic acid methylester, uracil 5 oxyacetic acid, oxybutoxosine, pseudouracil, queosine,
2 thiocytosine, 5-methyl-2 thiouracil, 2-thiouracil, 4 thiouracil, 5-methyluracil, N-uracil 5
oxyacctic acid methylester, uracil 5 oxyacetic acid, pseudouracil, queosine, 2-thiocytosine,
and 2,6 diaminopurine.

[067]  The phrase “stringent hybridization conditions” refers to conditions under
which a probe will hybridize to its target subsequence, typically in a complex mixture of
nucleic acids, but to no other sequences. Stringent conditions are sequence-dependent and
will be different in different circumstances. Longer sequences hybridize specifically at
higher temperatures. An extensive guide to the hybridization of nucleic acids is found in
Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology—Hybridization with Nucleic
Probes, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays”

(1993). Generally, stringent conditions are selected to be about 5-10°C lower than the
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thermal melting point (Tm) for the specific sequence at a defined ionic strength pH. The Tm
is the temperature (under defined ionic strength, pH, and nucleic concentration) at which 50%
of the probes complementary to the target hybridize to the target sequence at equilibrium (as
the target sequences are present in excess, at Tm, 50% of the vprobe's are.océupied at
equilibrium). Stringent conditions may also be achieved with the addition of destabilizing
agents such as formamide. For selective or specific hybridization, a positive signal is at least
two times béckground, preferably 10 times background hybridization. Exemplary stringent
hybridization conditions can be as following: 50% formamide, 5xSSC, and 1% SDS,
incUbéting at 42°C., or, 5xSSC, 1% SDS, incubating at 65°C, with wash in 0.2xSSC, and
0.1% SDS at 65°C.

[068] The term "gene" refers to a nucleic acid (e.g., DNA) sequence that comprises
coding sequences necessary for the production of a polypeptide, precursor, or RNA (e.g.,

rRNA, tRNA). The polypeptide can be encoded by a full length coding sequence or by any

* portion of the coding sequence so long as the desired activity or functional properties (e.g.,

enzymatic activity, ligand binding, signal transduction, immunogenicity, etc.) of the full- ‘
length or fragment are retained. The term also encompasses the coding region of a structural
gene and the sequences located adjacent to the coding region on both the 5' and 3' ends for a
distance of about 1 kb or more on either end such that the gene corresponds to the length of
the full-length mRNA. Sequences located 5' of the coding regioﬁ and présent on the mRNA
are referred to as 5' non-translated sequences. Sequences located 3' or downstream of the
coding region and present on the mRNA are referred to as 3' non-translated sequences. The
term "gene" encompasses both cDNA and genomic forms of a gene. A genomic form or
clone of a gene contains the coding ;egion interrupted with non-coding sequences termed
"Introns” or "intervening regions" or "intervening sequences." Introns are segments of a gche

that are transcribed into nuclear RNA (hnRNA); introns can contain regulatory elements such
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as enhancers. Introns are removed or "spliced out" from the nuclear or primary transcript;
introns therefore are absent in the messenger RNA (mRNA) transcript. The mRNA functions
during tfanslation to ‘specify the sequence or order of amino acids in a nascent polypeptide.

In addition to containing introns, genomic forms of a gene can also include sequences located '
on both the 5' and 3' end of the sequences that are present on the RNA ﬂanscﬁpt. These
sequences are referred to as “ﬂanking" sequences or regions (these flanking sequences are
located 5' or 3' to the non-translated sequences present on the mRNA transcript). The S*
flanking region can contain regulatory sequences such as promoters and enhancers that
control or influence the transcription of the gene. The 3' flanking régi_on can coqtain
sequences that direct the termination of transcription, post transcriptiénal cleavage and
polyadenylation.

[069] The term "recombinant” when used with reference to a cell, nucleic acid,
protein or vector indicates that the cell, nucleic acid, protein or vector has been modified by
the introduction of a heterologous nucleic acid or protein, the alteration of a native nucleic
acid or protein, or that the cell is derived from a cell so modified. Thus, e.g., recombinant
cells express genes that are not found within the native (non-recombinant) form of the cell or
express native genes that are overexpressed or otherwise abnormally expressed such as, for
example, expressed as non-naturally occurring fragments or. splice variants. By the term
"recombinant nucleic acid" herein is ineant nucleic acid, originally formed in vitro, in
general, by the manipulation of nucleic acid, e.g., using polymerases and endonucleases, in a
form not normally found in nature. In this manner, operably linkage of different sequences is
achieved. Thus an isolated nucleic acid, in a linear form, or an expression vector formed in
vitro by ligating DNA molecules that are not normally joined, are both considered
récombinant for the purposes of this invention. It is understood that once a récombina:nt

nucleic acid is made and introduced into a host cell or organism, it will replicate non-
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recombinantly, i.e., using the in vivo cellular machinery of the host cell rather than in vitro
manipulations; however, such nucleic acids, once produced recombinantly, although
subseciuently replicated non-recombinantly, are still considered recombinant for the purposes
of the invention. Similarly, a "recombinant protein" is a protein made using recombinant
techniques, i.e., through the expression of a recombinant nucleic acid as depicted above.

[070] - As used herein, the term "heterologous gene" refers to a gene that is not in its
natural environment. For example, a heterologous gene includes a gene from one species
introduced into another species. A heterologous gene 4lso includes a gene native to an
organism that has been ;ﬂtered in some way (e.g., mutated, added in multiple copies, linked to
non—ﬁative regulatory sequences, etc). Heterologous genes are distinguishcd from
endogenous genes in that the heterologous gene sequences are typically joined to DNA
seqﬁences that are not found naturally associated with the gene sequences in the chromosome
or are associated with portions of the chromosome not fouﬁd in nature (e.g., genes expressed
in loci where the gene is not normally expressed).

[071]  As used herein, the term "vector" is used in reference to nucleic acid
molecu1e§ that transfer DNA segment(s) from one cell to another. The term "vehicle" is
sometimes used interchangeably with "vector." Vectors are often derived from plasmids,
bacteriophages, or plant or animal viruses.

[072]  "Ligation" refers to the process of forming phosphodiester bonds between
two double stranded nucleic acid fragments, Unless otherwise provided, ligation can be
accomplished using known buffers and conditions with 10 units to T4 DNA ligase ("ligase")
per 0.5 ug of approximately equimolar amounts of the DNA fragments to be ligated.

Ligation of nucleic acid can serve to link two proteins together in-frame to produce a single

protein, or fusion protein.
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[073]  As used herein, the term "gene expression" refers to the process of

- converting genetic information encoded in a gene into RNA (e.g., mRNA, rRNA, tRNA, or

snRNA) through "transcription"” of the gene (e.g., via the enzymatic action of an RNA
polymerase), and for protein encoding genes, into protein through "translation" of mRNA.
Gene exﬁression can be regulated at many stages in the process. "Up-regulation" or
“activation" refers to regulation that increases the production of gene expression products
(e:g., RNA or protein), while "down-regulation" or "repression" refers to regulation that
decrease production. Molecules (e.g., transcription factors) that are involved in up-regulation
ér down-regulation are often called "activators" and "repressors,”" respectively..

[074] The terms "polypeptide,” "peptide," "protein,” and “protein Ifragment” are
used interchangeably herein to refer toa polymer of amino acid residues. The terms apply to
amino acid polymers in which one or more amino acid residue is an artificial chemical
mimetic of a corresponding naturally occurring amino acid, as well as to naturally occurring
amino acid polymers and non-naturally occurring amino acid polymers.

[075]  The term "amino acid" refers to naturally occurring and synthefic amino
acids, as well as amino acid analogs and amino acid mimetics that function similarly to the
naturally occurring amino acids. Naturally occurring amino acids are those encoded by the
genetic code, as well as those amino acids that are later modified, e.g., hydroxyproline,
gamma-carboxyglutamate, and O-phosphoserine. Amino acid analogs refers to compounds

that have the same basic chemical structure as a naturally occurring amino acid, e.g., an alpha

- carbon that is bound to a h'ydi'ogen, a carboxyl group, an amino group, and an R group, e.g.,

homoserine, norleucine, methionine sulfoxide, methionine methyl sulfonium. Such analogs
can have modified R groups (e.g., norleucine) or modified peptide backbones, but retain the

same basic chemical structure as a naturally occurring amino acid. Amino acid mimetics

31



WO 2008/042236 PCT/US2007/020889

refers to chemical compounds that have a structure that is different from the general chemical
structure of an amino acid, but that functions similarly to a naturally occurring amino acid.

[076] "Conservatively modified variants" applies to both amino acid and nucleic
acid sequences. “Amino acid variants"; refers to amino acid sequeﬁces. With resp‘ect to |
particular nucleic acid sequences, conservatively modified variants refers to those nucleic
acids which encode identical or essentially identical amino acid sequences, or where the
nucleic acid does not encode an amino acid sequence, to'essentially identical or associated
(e.g., naturally contiguous) sequences Because of the degeneracy of the genetic code, a large
number of functlonally identical nucleic acids encode most proteins. For instance, the codons
GCA, GCC, GCG and GCU all encode the amino acid alanine. Thus, at every position where
an alanine is specified by a codon, the codon can be altered to another of the corresponding
codons described without altering the encoded polypeptide. Such nucleic acid variations are
"silent variations," which are one species of conservatively modified variations. Every
nucleic acid sequence herein which encodes a polypeptide also describes silent variations of
the nucleic acid. One of skill will recoghize that in certain contexts each codon in a nucleic
acid (except AUG, which is ordinarily the only codon for methioﬁine, and TGG, which is
ordinarily the only codon for tryptophan) can be modified to yield a functionally identical
molecule. Accordingly, silent variations of a nucleic acid which encodes a polypeptide is |
implicit in a described sequence with respect to the expression product, but not with respect
to actual probe sequences. As to amino acid sequences, one of skill will recognize that
individual substitutions, deletions or additions to a nucleic acid, peptide, polypeptide, or
protein sequence which alters, adds or deletes a single amino acid or a small percentage of
amino acids in the encoded sequence is a "conservatively mo‘diﬁed variant” including where
the alteration results in the substitution of an amino acid with a chemically similar amino"

acid. Conservative substitution tables providing functionally similar amino acids are well

32



»

WO 2008/042236 PCT/US2007/020889

- known in the art. Such conservatively modified variants are in addition to and do not exclude

polymorphic variants, interspecies homologs, and alleles of the invention. Typically

conservative substitutions include: 1) Alanine tA), Glycine (G); 2) Aspartic acid (D),
Glutamic; acid (E); 3) Asparagine (N), Glutamine (Q); 4) Arginine (R), Lysine (K); 5)
Isoleucine (I), Leucine (L), Methionine (M), Valine (V); 6) Phenylalanine (F), Tyrosine (Y),
Tryptophan (W); 7) Serine (S), Threonine (T); and 8) Cysteine (C), Methionine (M) (see, -
e.g., Creighton, Proteins (1984)). |

[077]  The term “epitope tagged” as used herein refers fo a chimefic polypeptide
comprising a cancer stem cell marker protein, or a domain sequence or portion thereof, fused
to an “epitope tag”. The epitope tag polypeptide comprises enough amino acid residues to

provide an epitope for recognition by an antibody, yet is short enough such that it does not

-interfere With the activity of the cancer stem cell marker protein. Suitable epitope tags

generally have at least six amino acid residues, usually between about 8 to about 50 amino
acid residues, and at times between about 10 to about 20 residues. Commonly used epitope
tags include Fe, HA, His, and FLAG tags.

[(078]  The present invention provides compositions and methods for studying,
diagnosing, characterizing, and treating cancer. In particular, the present invention'provides
antibodies against solid tumor stem cell markers and methods of using these antibodies to
inhibit tumor growth and treat cancer in human patients. In certain embodiments, antibodies
of the present invention include antagonist antibodies that specifically bind to a cancer stem
cell marker protein and interfere with, for example, ligand binding, receptor dimerization,
expression of a cancer stem cell marker protein, and/or signaling of a cancer stem cell marker
protein. In certain embodiments, disclosed antibodies inc}ude agonist antibodies that
specifically bind to a cancer stem cell marker protein and promote, for example, ligand

binding, receptor dimerization, and/or signaling by a cancer stem cell marker protein. In
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certain embodiments, disclosed antibodies do not interfere with or promote the biological
activity of a cancer stem cell marker protein but inhibit tumor growth by, for example,
internalization and/or recognition by the immune system. In certain embodiments, the
antibodies specifically récognize more than one solid tumor tem cells marker protein.

[079] ‘Provided is an isolated antibody that specifically binds to a human DLL4
epitope formed by a combination of the human DLIL4 N-terminal region (SEQ ID NO: 27)
and hur;lan DSL (SEQ ID NO: 26), wherein the antibody affects growth of a tumor. In - )
certain embodiments the antibody is a monoclonal antibody. In certain embodiments the
antibody is a chimeric antibody. In certain embodiments the antibody is a humanized
antibody. In certain embodiments the antibody is a human antibody. Further provided is a
pharrnaceutical composition comprising an antibody of fhe preéent disclosure and a |
pharmaceutically acceptable vehicle.

[080]  Further provided is a method of treating cancer comprising administering an
therapeutically effective amount of an antibody or a pharmaceutical composition of the
present disclosure. In certain embodiments the antibody ivs conjugated to a cytotoxic moiety.
In certain embodiments the met.hod further comprises administering at least one additional
therapeutic agent appropriate for effecting combination therapy. In certain eﬁbodiments the
tumor cells are chosen from a breast tumor, colorectal tumor, lung tumor, prostate tumor,
pancreatic tumor, and a head and neck tumor.

[081] Like the tissues in which they originate, solid tumors consist of a
heterogeneous population of cells. That the majority of tﬁese cells lack tumorigenicity
suggested that the development and maintenance of solid tumors alsp relies on a small
population. of stem cells (i.e., tufnorigenic cancer cells) with the capacity to proliferate and
efficiently give rise both to additional tumor stem cells (self-renewal) and to the majority of

more differentiated tumor cells that lack tumorigenic potential (i.e., non-tumorigenic cancer
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cells). The concept of cancer stem cells was first introduced soon after the discovery of
hematopoietic stem cells (HSC) and was established experimentally in acute myelogenous
leukemia (AML) (Park et al., 1971, J. Natl. Cancer Inst. 46:411-22; Lapidot et al., 1994,
Nature 367:645-8; Bonnet & Dick, 1997, Nat. Mec_l. 3:730-7; Hope et al., 2004, Nat.
Immunol. 5:738-43). Stem cells from solid tumoré have more recently been isolateci basgd on

their expression of a unique pattern of cell-surface receptors and on the assessment of their.

~ properties of self-renewal and proliferation in culture and in xenograft animal models. An

ESA+ CD44+ CD24-/low Lineage- population greater than 50-fold enriched for the ability to

form tumors relative to unfractionated tumor cells was discovered (Al-Hajj et al., 2003, Proc.

.Nat’l. Acad. Sci. 100:3983-8). The ability to isolate tumorigenic cancer stem cells from the

bulk of non-tumorigenic tumor cells has led to the identification of cancer stefn cell markers,
genes V\;ith differential expression in cancer stem cells compared to non-tumorigenic tumor
cells or normal breast epithelium, ﬁsing microarray analysis. The present invention empléys
the knowledge of these identified cancer stem cell markers to diagnosis and treat cancer. .
[082] The cancer stem cell markers of the preseﬁt invention relate to human DL14,
a Notch vreceptor ligand. The Notch signaling pathway is one of several critical regﬁlators of
.embryonic pattern formation, post-embi'yonic tissue maintenance, and stem cell biology.
More specifically, Notch signaling is involved in the process of lateral inhibition between
adjacent cell fates and plays an important role in cell fate determination dﬁring asymmetric
ceil divisioné. Unregulated Notch signaling is assopiateci with numerous human cancers
where it can alter the developmental fate of tumor cells to maintain thefn in an
undifferentiated and proliferative state (Brennan and Brown, 2003, Breast Cancer Res. 5:69).
Thus carcinogenesis can proceed by usurping homeostatic mechanisms contrél]ting normal

development and tissue repair by stem cell populations (Beachy et al., 2004, Nature

432:324).
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[083] The Notch receptor was first identified in Drosophila mutants.
Haploinsufficiency of Drosophila Nozch results in notches at the wing margin whereas loss-
of-function produces an embryonicilethal “neurogenic” phenotype where cells of the
epidermis switch fate to neural tissue (Moohr, 1919, Genet. 4:252; Poulson, 1937, PNAS
23:133; Poulson, 1940, J. Exp. Zool. 83:271). The Notch receptor is a single-pass
transmembrane receptor containing numeroﬁs tandem epidermal growth factor (EGF)-like |
repeats and cysteine-rich Notch/LIN-12 repeats within a large extracellular domain (Wharton
et al., 1985, Cell 43:567; Kidd et al., 1986, Mol. Cell Biol. 6:3094; reviewed in Artavanis let )
al.,, 1999, Science 284:770). Four mammalian Notch pr'o'teins have bc‘en identified
(NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, and NOTCH4), and mufations in these receptors invariably
result in developmental abnormalities and human pathologies including several cancers as
described in detail below (Gridley, 1997, Mol. Cell Neurosci. 9:103; Joutel & Tournier-
Lasserve, 1998, Semin. Cell Dev. Biol. 9:619-25).

[084] The Notch receptor is activated by single-pass transmembrane ligands of the
Delta, Serrated, Lag-2 (DSL) family. The known Notch ligands in rﬁammals, Delta-like 1
(D1i1), Delta-like 3 (D113), Delta-like 4 (D114), Jagged 1 and Jagged 2, are characterized by a
DSL domain and tandem EGF-like repeats within the extracellular domain. The extracellular
domain of the Notch receptor interaﬁts with that of its ligands, typically on adjacent cells,
resulting in two proteolytic cleaveages of Notch, an extracellular cleavage mediated by an
ADAM protease and a cleavage within the transmembrane domain mediated by gamma
secretase. This latter cleavage generates the Notch intracellular domain (NICD). The NICD
then enters the nucleus where it activates the CBF1, Suppressor of Hairless [Su(H)], Lag-Z
(CSL) family of transcription factors as the major downstream effectors to increase
transcription of nuclear basic helix-loop-helix transcription factors of the Hairy and Enhancer

of Split [E(spl)] family (Artavanis et al., 1999, Science 284:770; Brennan and Brown, 2003,
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‘Breast Cancer Res. 5:69; Iso et al., 2003, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 23:543).

A]temative intracellular pathways involving the cytoplasmic protein Deltex identified in
Drosophila may also exist in mammals (Martinez et al., 2002, Curr. Opin. Genet. Dev.
12:524-33), ahdlthis Deltex-dependent pathway may act fo suppress expression of Wnt target
genes (Brennan et al., 1999, Curr. Biol. 9:707-710; Lawrence et al., 2001, Curr. Biol. 11:375-
85).

[085] Hematopoietic stem cells (HSCs) are tﬁe best understood stem cells in the
body, and Noich signaling is implicated both' in their normal maintenance as well as in
leukemic transformation (Kopper & Hajdu, 2004, Pathol. Oncol. Res. 10:69-73). HSCs are a
rare‘pop'ulation of cells that reside in a stomal niche within the adult bone mmo&. These |
cells are characterized both by a unique gene expression profile as well as an ability to
continuously give rise to more differentiated progenitor cells to reconstitute the entire
hematopoietic. system. Constitutive activation of Notchl signaling in HSCs and progenitor
cells establishes immortalized cell lines that generate both lymphoid and myeloid cells in
vitro and in long-term reconstitution assays (Varnum-Finney ét al., 2000, Nat. Med. 6:1278-
81), and the presence of Jagged 1 increases engraftment of human bone marrow cell
populations enriched for HSCs (Karanu et al., 2000, J Exp. Med. 192:1365-72). More
recently, Notch signaling has been demonstrated in HSCs in vivo and shown to be involved
in inhibiting HSC differentiation. Furthermore, Notch signaling appears to be required for |
Wnt-mediated HSC self-renewal (Duncan et al., 2005, Naz. Immunol. 6:314).

[086] The Notch signaling pathway also plays a central role in the maintenance of
neural stem cells and is implicated both in their normal maintenance as well as in brain
cancers (Kopper & Hajdu, 2004, Pathol. Oncol. Res. 10:69-73; Purow et al., 2005, Cancerj
Res. 65:2353-63; Hallahan et al., 2004, Cancer Res. 64:7794-800). Neural stem cells give

rise to all neuronal and glial cells in the mammalian nervous system during development, and
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more recently have been identified in the adult brain (Gage, 2000, Science 287:1433-8).
Mice deficient for Notch1; the Notch target genes Hesl1, 3, and 5; and a regulator of Notch
signaling presenilinl (PS1) show decreased numbers of embryonic neural stem cells.
Furthermore, adult neural stem cells are reduced in the brains of PST heterozygote mice
(Nakamura et al., 2000, J. Neurosci. 20:283-93; Hitoshi et al., 2002, Genes Dev. 16:846-58).
The reduction in neural stem cells appears to result from their premature differentiation into
neurons (Hatakeyama et al., 2004, Dev. 131:5539-50) suggesting that Notch signaling
regulates neural stem cell differentiation and self-rénewal.

[087] Aberrant Notch si gﬁéling is implicated in a number‘of human cancers. The
NOTCHI gene in humans was first identified in a subset of T-cell acute lymphoblastic
leukemias as a translocated locus resulting in activation of the Notch pathway (Ellisen etal,
1991, Cell 66:649-61). Constitutive activation of Notchl signaling in T-cells in mouse
models .similarly generates T-cell lymphomas suggesting a causative role (Robey et al., 1996,
Cell 87:483-92; Pear et al., 1996, J. Exp. Med. 183:2283-91; Yan et al., 2001, Blood 98:3793-
9; Bellavia et al., 2000, EMBQO J. 19:3337-48). Recently NOTCH1 i)oint mutations,
insertions, and deletions producing aberrant NOTCH1 signaling have been found to be
frequently present in both childhood and adult T-cell acute lymphoblastic
leukemia/lymphoma (Pear & Aster, 2004, Curr. Opin. Hematol. 11:416-33).

[088] The frequent insertion of the mouse mammary tumor virus into both the
Notchl and Notch4 locus in mammary tumors and the resulting acti\}éted Notch protein
fragmeﬁts first implicated Notch signaling in breast cancer (Gallahan & Callahan, 1987, J.
Virol. 61:66-74; Brennan & Brown, 2003, Breast Cancer Res. 5:69; Politi et al., 2004, Semin.
Cancer Biol. 14:341-7). Further studies in transgenic mice have confirmed a role for Notch
in ductal branching during normal mammary gland development, and a constitutively active

form of Notch4 in mammary epithelial cells inhibits epithelial differentiation and results in
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tumorigéncsis (Yhappan et al., 1992, Genes & Dev. 6:345-5; Gallahan et al., 1996, Cance('
Res. 56:1775-85; Smiith et al., 1995, Cell Growth Differ. 6:563-77; Soriano et al., 2000, Int. J.
Cancer 86:652-9; Uyttendaele et al., 1998, Dev. Biol. 196:204-17; Politi et al., 2004, Semin.
Cancer Biol. 14:341-7). .C'urrently the eviden,ce_ for a role for Notch in human breaét cancer is
limited to the expression of Notch receptors in breast carcinomas and their correlation with
clinical outcome (Weijzen et all., 2002, Nat. Med. 8:979-86; Parr et al., 2004, Int. J. Mol. ,
Med. 14:779-86). Furthermore, overexpression of the Notch pathway has been observed in
cervical cancers (Zagouras et al., 1995, PNAS 92:6414-8), renal cell carcinomas (Rae et al.,
2000, Int. J. Can_cer' 88:7'26-32), head and neck squamous cell carcinomas‘(Leethanakul et
al., 2000, Oncogene 19:3220-4), endometrial cancers (Suzuki let al., 2000, Int. J. Oncol.
17:1131-9), and neuroblastomas (van Limpt et al., 2000, Med. Pediatr. Oncol. 35:554-8)
indicative of a potential role for Notch in the development of a number of neoplasms. -.
Interestingly, Notch signaling might play a role in the maintenance of the undifferentiated
state of Apc-mutant neoplastic cells of the colon (van Es & Clevers, 2005, Trends Mol. Med.
11:496-502). |

[089] The Notch pathway is also.involved in multiple aspects of vascular
development including prdliferation, migration, smooth muscle differentiation, angiogenesis
and arterial-venous differentiation (Iso et al., 2003, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
23:543). For example, homozygous null mutatiohs in Notch-1/4 and Jagged-1 as well as
heterozygous loss of D114 result in severe though variable defects in arterial ‘development and
yolk sac vascularizatibn. Furthermore, Dl11-deficient and Notch-2-hypomorphic mice
embryos show hemorrhage that likely results from poor development of vascular structures
(Gale et al., 2004, PNAS, 101:15949-54; KreBs et al., 2000, Genes Dev. 14:1343;52; Xue et
al.,, 1999, Hum. Mel Genet. 8:723-30; Hrabe de Angelis et al., 1997, Nature 386:717-21§

McCright et al., 2001, Dev. 128:491-502). In humans, mutations in JAGGED]1 are associated
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with Alagille syndrome, a developmental disorder that includes vascular defects, and
mutations in NOTCH3 are resporisible for an inherited vascular dementia (CADASIL) in
which vessel homeostasis is defectlive (Joutel et al., 1996, Nature 383:707-10).

[(.090] The identification of DLL4 as expressed in cancer stem cells compared to
normal breast epithelium suggested targeting the Notch pathway to eliminate not only the
majority of non-tumorigenic cancer cells, but also the tumorigenic cells responsible for th;:
fqrmation and reoccurrence of sélid tumors. Furthermore, because of the prominent role of
angiogeriesis in tumor formation and maintenance, targeting the Notch pathway via
antibodieé against DLL4 c;an also effectively inhibit angiogenesis, starving a can;:er of
nutrients and éontributing to its elimination.

[091] Thus, present invention provides a céncer stem cell marker, the expression of
which can be analyzed to diagnosis or monitor a disease associated with cancer. In some
embodiments, expression of a cancer stem cell marker is determined by polynucleotide
expression such as, for example, mRNA encoding the cancer stem cell marker. The
polynucleotide can be detected and quantified by any of a number of means well known to
those of skill in the art. In some embodiments, ‘mRNA encoding a cancer stem cell marker is
detected by in situ hybridization of tissue sections from, for example, a patient biopsy. In
some embodiments, RNA is isolated from a tissue and detected by, for example, Northern
blot, quantitative RT-PCR, or microarrays. For example, total RNA can be extracted from a
tissue sample and primers that specifically hybridize and amplify a cancer stem cell marker
can be used to detect expression éf a cancer stem cell marker polynucleotide using RT-PCR.

[092] In certain embodiments, expression of a cancer stem cell marker can be
determined by detection of the corresponding polypeptide. The polypeptide can be detected
and quantified by any of a number of ineans well known to thqse of skill in the art. In some

embodiments, a cancer stem cell marker polypeptide is detected using analytic biochemical
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methods such as, for example, electrophoresis, capillary electrophoresis, high performance
liquid chromatography (HPLC) or thin layer chromatography (TLC). The isolated
polypeptide can also be sequenced according to standard techniques. In some embodiments,
a cancer stem cell marker protein is detected with antibodies raised against the protein using,
for example, immunofluorescence or immunohistochemistry on tissue sections. Alternatively
antibodies against a cancer stem cell marker can detect expression using, for example,
ELISA, FACS, Western blot, immunoprecipitation or protein microarrays. For example,
cancer stem cells can be isolated from a patient biopsy and expression ‘of a cancer stem cell
marker protein detécted with ﬁuﬁrescently labeled antibodies using FACS. In another |
method, the cells expressing a cancer stem cell marker can be detected in vivo using labeled
antibodies in typical imaging system. For example, antibodies labeled with paramagnetic -
isotopes can be usea for magnetic resonance imaging (MRI). |

[093] Insome embodiments of the present invention, a diagnostic assay comprises
determining the expression or not of a cancer stem cell marker in tumor cells using, for
example, immunohistochemistry, in situ hybridization, or RT-PCR. In other embodiments, a
diagnostic assay comprises determining expression levels of a cancer stem cell marker using,
for e_:xample, quantitative RT-PCR. In éome embodiments, a diagnostic assay further
comprises determining expression levels of a cancer stem cell marker compared to a con&ol
tissue such as, for example, normal epithelium.

[094] Detection of a cancer stem cell marker expression can then be used to

provide a prognosis and select a therapy. A prognosis can be based on any known risk

_expression of a cancer stem cell marker indicates. Furthermore, detection of a cancer stem

cell marker can be used to select an appropriate therapy including, for example, treatment

with antibodies against the detected cancer stem cell marker protein. In certain embodiments,
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the antibody specifically binds to the extracellular domain of a cancer stem cell marker
protein such as the Notch receptor ligand, DLIA

[095] In the context of the present invention, a suitable antibédy is an agent that
can have one or more of the following effects, for example: interfere with the expression of a
cancer stem cell marker; interfefe with activation of a cancer stem cell signal transduction
pathway by, for example, sterically inhibiting interactions between a cancer stem cell marker
and its ligand, receptor or co-receptors; activate a canéer stem cell signal transduction
pathway by, for example, acting as a ligand or promoting the binding of an endogenous
ligand; or bind to a cancer stem cell marker and ihhibit tumor cell proliferation.

[096] In certain embodiments, éntibodies against a cancer stem cell marker act
extracellularly to modulate the function of a c;ancer stem cell marker protein. In some
embodiments, extracellular binding of an antibody against a cancer stem cell marker can
inhibit the signaling of a cancer stem cell marker protein by, for eﬁcample, inhibiting intrii;sic
activation (e.g. kinase activity) of a cancer stem cell marker and/or by sterically inhibiting the
interaction, for example, of a cancer stem cell ﬁmker with its ligand, with its receptor, with a
co-receptor, or with the extracellular matrix. In some embodiments, extracellular binding of
an antibody against a cancer stem cell marker can downregulate cell-surface expression of »a
~ cancer stemn cell marker such as, for example, by internalization of a cancer stem cell marker
protein or decreasing cell surface trafficking of a cancer stem cell marker. In some
embodiments, extracellular binding of an antibo~dy against a cancer stem cell marker can
promote the signaling of a cancer stem cell marker protein by, for example, acting as a decoy
ligand or increasing ligand binding,

[097] In certain embodiments, antibodies against a cancer stem cell marker biqd to
a cancer stem cell marker protein and have one or more of the following effects: inhibit

proliferation of tumor cells, trigger cell death of tumor cells, promote differentiation of tumor
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cells into a less tumorigenic cell type, or prevent metastasis of tumor cells. In certain
embodiments, antibodies against a cancer stem cell marker trigger cell death via a conjugated
toxin, cﬁemotherapeutic agent, radioisotope, or other such agent. For example, an antibody
agaiﬁst a cancer stem cell marker is conjugated to a toxin that is activated in tumor cells |
expressing the cancer stérn cell marker by protein internalization.

[098] In certain embodiments, antibodies against a cancer stem cell marker mediate
cell death of a cell expressing the cancer stem cell marker protein via antibody-dependent

cellular cytotoxicity (ADCC). ADCC involves cell lysis by effector cells that recognize the

~ Fc portion of an antibody. Many lymphocytes, monocytes, tissue macrophages, granulocytes

and eosinophiles, for example, have Fc receptors and can mediate cytolysis (Dillman, 1994,
J. Clin. Oncol. 12:1497).

[099] In certain embodiments, antibodies against a cancer stem cell marker trigger
cell death of a cell expressing a cancer stem cell marker protein by activating complement-
dependent cytotoxicity (CDC). CDC involves binding of serum complement to the Fc
ioortion of an antibody and subsequent activation of the complement protein cascade,
resulting in cell membrane damage and eventual cell death. Biological activity of antiBodies
is knoWn to be determined, to a large extent, by the constant domains or Fc region of the
antibody molecule (Uananue and Benacerraf, Textbook of Immunology, 2nd Edition,
Williams & Wilkins, p. 218 (1984)). Antibodies of different classes and subclasses differ in
this respect, as do aqtibodiés of the same subclass but from different species. Of human
antibodies, IgM is the most efficient class of antibodies to bina complement, followed by
IgGl , 1eG3, and IgG2 whereas IgG4 appears quite deficient in activating the complement -
cascade (Dillman, 1994, J. Clin. Oncol. 12:1497; Jefferis et al., 1998, Immunol. Rev. 163:59-
76). According to the present invention, antibodies of those classes having the desired

biological activity are prepared.
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[0100] The ability of any particular antibody against a cancer stem cell to mediate
lysis of the target cell by complement activation and/or ADCC can be assayed. The cells of
interest are grown and labeled in vitro; the antibody is adde& to thé cell culture in
combination with either serum complement or immune cells which can be activated by the
antigen antibody complexes. Cytolysis of the target cells is détected, for exami)le, by the
releage éf labél from the lysed cells. In fact, antibodies can be screened using the patient's
own serum as a source of complement and/or immune cells. The antibody that is capable of
activating complement or mediating ADCC in the in vitro test can then be used
therapeutically in that particular patient. |

[0101] ' In certain embodiments, antibodies aéainst a cancer stem cell marker can
trigger cell death inhibiting angiogenesis. Angiogenesis is the pfocess by which new blood
vessels form from pre-existing vessels and is a fundamental process required for normal
growth, for example, during embryonic development, wound healing, and in response to
ovulation. Solid tumor growth larger than 1-2 mm? also requires angiogenesis to supply
nutrients and oxygen without which tumor cells die. In certain embodiments, an antibody
against a cancer stem cell marker targets vascular cells that express the cancer stem cell
marker including, for example, endothelial cells, smooth muscle cells, or components of the
extracellular matrix required for vascular assembly. In certain embodiments, an antibody
against a cancer stem cell marker inhibits growth factor signaling required by vascular cell
recruitment, assembly, maintenance, or survival.

[0102] The antiAbodies against a cancer stem cell marker ﬁnd use in the diagnostic
and therapeutic methods described herein. In certain embodiments, the antibodies of the
present invention are used to detect the expression of a cancer stem cell marker protein in_
biological samples such as, for example, a patient tissue biopsy, pleural effusion, or blood

sample. Tissue biopsies can be sectioned and protein detected using, for example,
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immunofluorescence or immunohistochemistry. In addition, individual cells from a sample

can be isolated, and protein expression detected on fixed or live cells by FACS analysis. In

~ certain embodiments, antibodies can be used on protein arrays to detect expression of a

cancer stem cell marker, for example, on tumor cells, in cell lysates; or in other protein
samples. In certain embodiments, the antibodies of the present invention are used to inhibit
the growth of tumor cells by contacting the antibodies with tumor cells in in vitro cell based
assays, in vivo animal models, etc. In certain embodiments, the antibodies are used to treat
cancer in a patient by administering a thetapeutically effective amount of an antibody against
a cancer stem cell marker. |

[0103] The antibodies of the invention can be prepared by any conventional means
known in the art. For example, polyclonal antibodies can be prepared by immunizing an
animal (e.g. a rabbit, rat, mouse, donkey, etc) by multiple subcutaneous or infraperitoneal
injections of the relevant antigen (a purified peptide fragment, full-length recémbinant
protein, fusion protein, etc) optionally conjugated to keyhole limpet hemocyanin (KLH),
serum albumin, etc. diluted in sterile saline and combined with an\adjuvant (é. g. Complete or
Incomplete Freund’s Adjuvant) to form a stable emulsion. The polyclonal antibody is then
recovered from blood, ascites and thé like, of an animal so immunized. Collected blood is
clotted, and the serum decanted, clarified by centrifugation, and assayed for antibody titer.
The polyclonal antibodies can be purified from serum or ascites according to standard
methods in the art including affinity chromatography, ion-exchange chromatography, gel
electrophoresis, dialysis, etc. |

[0104] Monoclonal antibodies can be prepared using hybridoma methods, such as

‘th.ose described by Kohler and Milstein (1975) Nature 256:495. Using the hybridoma

method, a mouse, hamster, or other appropriate host animal, is immunized as described above

to elicit the production by lymphocytes of antibodies that will specifically bind to an
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immunizing antigen. Lymphocytes can also be immunized in vitro. Following immunization,
- the lymphocytes are isolated and fused with a suitaBle myeloma cell line using, for example,
polyethylene glycol, to form hybridoma cells that can then be selected away from unfused
lymphocytes and myeloma cells. Hybridomas that produce ﬁlonoc]onal ‘antibodies directed
specifically against a chosen antigen as determined by immunoprecipitation, immunoblotting,
or by an in vitro binding assay (e.g. radioimmunoassay (RIA); enzyme-linked
immunosorbent a-ssay (ELISA)) can‘ then be propagated either ir vitro culture using standard
methods (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, 1986) or
in vivo as ascites tumors in an animal. The monoclonal antibodieé can: then be purified from
the culturé meaium or ascites fluid as described for pol&clonal antibodies_above.

[0105]) Alternatively monoclonal antibodies can also be made using recombinanf
DNA methods as described in U.S. Patent 4,816,567. The polynucleotides encoding a
monoclonal antibody are isdlated from mature B-cells or hybridoma cell, such as by RT-PCR
using oligonucleotide primers that specifically amplify the genes encoding thé heavy and
light chains of the antibody, and their sequence is determined using conventional procedures.
The isolated polynucleotides encoding the héavy and light chains are then cloned into
suitable expression vectors, which when transfected into host cells such as E. coli cells,
simian COS cells, Chinese hamster ovary (CHO) cells, or myeloma cells that do not
otherwise produce immunoglobulin protein, monoclonal antibodies are generated by the host
cells. Also, recombinant monoclonal antibodies or fragments thereof of the desired species
can be isolated from phage display libraries expressing CDRs of the desired species as
described (McCafferty et al., 1990, Nature, 348:552-5 54;_C]ackson et al., 1991, Nature,
352:624-628; and Marks et al.,, 1991, J. Mol. Biol., 222:‘581—597).

[0106] The polynucleotide(s) encoding a monoclonal antibody can further be

modified in a number of different manners using recombinant DNA technology to generate
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alternative antibodies. In some embodiments, the constant domains of the light and heavy
chains of, for example, a mouse monoclonal antibody can be substituted 1) for those regions
of, for example, 2 human antibody to generate a chimeric antibody or 2) for a non-
immunoglobulin polypeptide to generate a fusion antibody. In same embodiments, the
constant regions are truncated or removedl to generate the desired antibody fragment of a
monoclonal antibody. Site-directed or high-density mutagenesis of the variable region can be
used to optimize specificity, affinity, etc. of 2 monoclonal antibody.

[0107] In some embodiments of the present invention, the monoclonal antibody
against a cancer stem cell marker is a humaﬁized antibody. Humanized é.ntibodies are
antibociies that contain minimal sequences from non-human (e.g murine) antibodies within
the variable regions. Such antibodies are used therapeutically to reduce antigenicity and
HAMA (human anti—mousé antibody) responses when administered to a human subject. In
practice, humanized antibodies are typically human antibodies with minimum to no non-
human sequences. A human antibody is an antibody produced by a human or an antibody
having an amino acid sequence corresponding to an antibody produced by a human. |

[0108] Humanized antibodies can be produced using various techniques known in
the art. An antibody can be humanized by suﬁstituting the CDRS of a human antibody with
that of a; non-human antibody (e.g. mouse, rat, rabbit, harﬁster, etc.) having the desired
specificity, affinity, and capability following the methods of (Jones et al., 1986, Nature, |
321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature, 332:323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science,
239:1534-1536). The humanized antibody can be‘further modiﬁed by the substitution of
additional residue either in the variable human framework regi;)n and/or within the replaced
non-human residues to refine and optimize antibody specificity, affinity, and/or capability.

[0109] The choice of human heavy and/or light chain variable domains to be used in

making humanized antibodies can be important for reducing antigenicity. According to the
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against the entire library of known human variable-domain amino acid sequences. Thus in

“best-fit” method, the sequence of the variable domain of a rodent antibody is screened

certain embodiments, the human amino acid sequence which is most homologous to that of .
the rodent antibody from which the CDRs are taken is used as the human framework region
(FR) for the humanized antibody (Sims et al., 1993, .L.Immunol., 151: 2296; Chothia et al.,
1987, J. Mol. Biol., 196: 901). Another method uses a particular FR derived from the
consensus sequence of all human antibodies of a panicuiar subgroup of light or heavy chains
and can be ﬁsed for several difference humanized antibodies {Carter et al., 1992, PNAS, 89;
4285; Presta et al., 1993;, J. Immunol., 151: 2623). In certain embodiments, a combination of
methods is used to pick the human variable FR to use in generation of humanized antibodies.
[IA01 10] It is further understood that antibodies (e.g. rodent) to be humanized must
retain high affinity for the antigen as well as other favorable biological propertieé. To
achieve this goal, humanized antibodies can be prepared by a process of analysis of the
parental sequence from the rodent antibody to be humanized and the various candidate
humanizing sequences. Three-dimensional immunoglobulin models are available and

familiar to those skilled in the art. Computer programs can be used to illustrate and display

| probable three-dimensional conformational structures of selected candidate antibody

sequences. Use of such models permits analysis of the likely role of the residues in the
function of the antibody to be humanized, i.e., the analysis of residues that influence the
ability of the candidate antibody to bind its antigen. In this way, FR residues can be selected
and combined from the parental antibody to the recipient humanized antibody so that the ]
desired antibédy characteristics are achieved. In general, the residues in the CDRs of the
antigen determination region (or hypervariable region) are retained from the parental
antibody (e.g. the rodent antibody wi'gh the desired antigen binding properties) in the

humanized antibody for antigen binding. In certain embodiments, at least one additional
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residue within the variable FR is retained from the parental antibody in the humanized
antibody. In certain embodiments, up to six additional residues within the variable FR are
retained from the par;ental antibody in the humanized antibody.

[0111] Amino acids from the variable regions of the mature heavy and light chains

of immunoglobulins are designated Hx and Lx respectively, where x is a number designating

- the position of an amino acid according to the scheme of Kabat, Sequences of Proteins of

Immunological Interest, U.S. Department of Health and Human Services, 1987, 1991. Kabat
lists many amino acid sequences for antibodies for each subgroup, and lists the most
commonly occurring amino acid for each residue position in that subgroup to generate a
consensus sequence. Kabat uses a method for assigning a residue numi)er to each amino acid
in a listed sequence, and this method for‘assigning residue numbers has become standard in
the field. Kabat's scheme is extendible to other antibodies not includeci in his compendium
by aligning the antibody in question with one of the consensus sequences in Kabat by
reference to conserved amino acids. The use of the Kabat numbering system readily
identifies amino acids at equivalent positions in different antibodies. Fof example, an aminb
acid at the LS50 position of a human antibody occupies the equivalent position to an amino
acid position L50 of a mouse antibody. Moreover, any two antibody sequences can be
uniquely aligned, for example to determine percent identity, by using the Kabat numbering
system so that each amino acid in one antibody séquence is aligned with the amino acid in the
other sequence that has the same Kabat number. After alignment, if a subject antibody region
(e.g., the entire mature variable region of a heavy or light chain) is being compared with the
same region of a reference antibody, the percentage sequence identity between the subject
and reference antibody regions is the number of positions occupied by the same amino acid in

both the subject and reference antibody region divided by the total number of aligned
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positions of the two regions, with gaps not counted, multiplied by> 100 to convert to
percentage.

| [0112] Example 1 below describes the production of exemplary humanized anti-
DLL4 antibodies which specifically bind human DLLA4, a cancer stem cell marker of the |
present disclosure (21M18 H9L2, ATCC deposit no. PTA-8427 and 21M18 H7L2, ATCC
deposit no. PTA-8425, deposited May 10, 2007; (American Type Culture Collection (ATCC)
10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 USA)). In certain embodiments, the
humanized antibodies comprise nonhuman antigen determination regions$ derived from
murine monoclonal antibody 21M18. Specifically, in certain embodiments, one or more of
the hgavy chain CDRs from the parental rodent antibody, CDR1 (SEQ ID NO: 1), CDR2
(SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; or SEQ ID NO: 4, which vary at Kabat position 52a), and
CDR3 (SEQ ID NO: 5) are retained in the humanized 21M18 antibody. In certain
embodiments, one or more of the light chain CDRs from the parental rodent antibody, CDR 1
(SEQ ID NO: 9), CDR2 (SEQ ID NO: 10), and CDR3 (SEQ ID NO: 11), are retained in the
humanized 21M18 antibody. In certain embodiments, the humanized antibodies further
coniprise at Ieést one FR substitution within either the heavy or light chain human variable
region.

[0113] In certain embodiments, the present inveﬁtion provides a humanized

antibody which specifically binds to a human DLLA4 epitope formed by a combination of the

human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO: 27) and human DSL (SEQ ID NO: 26),

“wherein the antibody affects growth of a tumor. In certain embodiments, the»humanized )

antibody is an intact IgG antibody. In certain embodiments, the humanized antibody is an

intact IgG; antibody. In certain embodiments, the humanized antibody is an antibody

fragment. In certain embodiments, the humanized antibody is a Fab fragment.
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tOl 14] In certain embodiments, the humanized antibody of the present invention
comprises a heavy chain variable (Vy) region comprising a nonhuman antigen determination
region and a human variable framework region.‘ In certain embodiments, the nonhuman
antigen determination region comprises cqmplefnentarity determination regions (CDRs) of
rodent origin. In certain embodiments, the nonhuman antigen determinétion region
comprises CDRs from a mouse antibody. In certain embodiments; the rodent CDRs derive
from monoclonal antibody 21M1 8,7wherein 21M18 comprises a heavy chain variable region
designated SEQ ID NO: 6. In certain embodimenfs, wherein the humanized antibody
comprises a Vy region comprising an amiﬁo écid sequence of (a) CDR1 (SEQ ID NO: 1),
CDR2 (SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; or SEQ ID NO: 4), and CDR3 (SEQ ID NO: 5) or (b)
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, or SEQ ID NO: 8.

[0115] In certain embodiments, the human heavy chéin variable framework region
comprises expressed human sequences. In certain embodiments, at least one residue in the
human variable framework region is substitutéd. In certain embodiments, at least one residue
in the human heavy. chain variable framework region is at a position selected from the group
consisting of 16, 20, 27, 28, 38, and 48 based on the Kabat numbering system. In certain
embodiments, positions 16, 20, 27, 28, 38, and 48 are substituted based on the Kabat
numberiné system. In certaiﬁ embodiments, at least one residue in the human variable
framework region is substituted with a residue occupying the corresponding position in an
antibody comprising the nonhuman antigenl determination region.

[0116] In certain émbodiments, the human heavy chain variable framework region
comprises IGH(V)1-18. In certain embodiments, at least one residue in the human variable
framework region is substituted. In certain embodimehts, at least one residue in the human
heavy chain variable framework region is at a position selected from the group consisting of

20H, 28H, 38H, 48H, and 69H based on the Kabat numbering system. In certain
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embodiments, positions 20H, 28H, 38H, 48H, and 69H are substituted based on the Kabat
numbering system. In certain embodiments, at least one residue in the human variable
framework region is substituted with a residue occupying the ¢orresponding position in an
aritibody comprising the nonhuman antigen determination region.

[0117] In certain embodiments, the humanized antibody of the present invention
comprises a light chain variable (V) region comprising a nonhuman antigen determination
region and a human variable framework fegion. In certain embodiments, the nonhuman
antigen determination region corhprises CDRs of rodent origin. In certain embodiments, the
nonhuman antigen determination region comprises CDRs from a mouse antibody. In certain
embodiments, the CDRs derive from ﬁonoc]onal antibody 21M 18, wherein 21M18
comprises a Vi region designated SEQ ID NO: 12. In certain embodiments, the V region
comprises an aﬁqino acid sequence of (a) CDR1 (SEQ ID NO: 9), CDR2 (SEQ ID NO: 10),
and CDR3 (SEQ ID NO: 11) or (b) SEQ ID NO: 12. |

[0118] In certain embodiments, the human light chain variable framework region
comprises IGK(V)4-1. In certain embodiments, af least one residue in the human light chéin
variable framework region is substituted. In certain embodiments, at least one residue in the
human variable framework region is at a position selected from the group consisting of 22L
and 36L based on the Kabat numberiﬁg system. In certain embodiments, po;itions 22L and
36L are substituted based on the Kabat numbering system. In certain embbdiments, at least
one residue from the human variable framework region is substituted with a residue
occupying the corresponding position in an antibody comprising the nonhuman antigen
determination region. |

[01-19] In certain embodiments, the antibody of the present invention is an antibody
that competes with th_e antibody 21M18 for specific binding to human DLL4, wherein the

21M18 antibody comprises: (a) a heavy chain with a variable region designated SEQ ID NO:
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6, SEQ ID NO: 7, or SEQ ID NO: 8 and (b) a light chain with a variable region designated
SEQ ID NO: 12. In certain embodiments, the antibody is 2 humanized antibody or a human
antibody.

[0120] In certain embodiments, the humanized antibody that specifically binds to a
human DLL4 epitope formed by a combination of the human DLLA N-terminal region (SEQ
ID NO: 27) and human DSL domain (SEQ ID NO: 26), wherein the antibody comprises a
heavy chain variable region having ai least 90% sequeﬁce identity to SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, or SEQ ID NO: 8 and a light chain variable region having at least 90% sequence
identityrto SEQ ID NO: 12. In some embodiments, the heévy chain variable region has at
least 95% sequence identity to SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, or SEQ ID NO: 8 and the light
chain variable region has at least 95% sequence identity to SEQ ID NO: 12. In some
embodiments, the heavy chain variable region has at least 99% sequence identity to SEQ ID
NO: 6, SEQID NO: 7, or SEQ' ID NO: 8 and the light chain variable region has at least 99%
sequence identity to SEQ ID NO: 12.

[0121] In certain embodiments, the present invention provides an isolated
polynucleotide molecule encoding a humanized antibody that specifically binds to a human
DLL4 epitope formed by a combination of the human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO:
27) and human DSL (SEQ ID NO: 26), wherein the antibody comprises a Vy region that
comprises a nonhuman antigen determination region encoding CDR1 (SEQ‘ID NO: 1),
CDR2 (SEQ IDVNO: 2, SEQ ID NO: 3, or SEQ ID NO: 4); and CDR3 (SEQ ID NO: 5) and a
human variable framework region encoding IGH(V)1-18. In certain embodiments, the
present invention provides an isolated polynucleqtide molecule encoding a humanized
antibody that specifically binds to a human DLL4 epitope formed by a combination of the
human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO: 27) and human DSL (SEQ ID NO: 26),

wherein the polynucleotide molecule is selected from the group consisting of: (a) a
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polynucleotide molecule encoding the amino acid sequence of SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7, or SEQ ID NO: 8 and (b) a polynucleotide molecule which hybridizes to the complement
of the pblynucleotide molecule according to (a) under stringent hybridization conditions. In
certain_ embodiments, the present~ invention provides an isolated polynucleotide molecule
encoding a humanized antibody that specifically binds to a human DLL4 epitope formed by a
combination of the human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO: 27) and human DSL (SEQ
ID NO: 26), wherein the polynucleotide molecule is selected from the group consisting of (a)
SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, or SEQ ID NO: 15 and (b) a polynucleotide molecule
which hybridizes to the complement of the polynucleotide molecﬁle according to (a) under
stringent hybridization conditions.

[0122] In certain embodiments, the present invention provides an isolated
polynucléotide molecule encoding a humanized antibody that specifically binds to a hurﬁan
DLLA4 epitope formed by a combination of the human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO:
27) and human DSL (SEQ ID NO: 26)‘, wherein the antibody comprises a Vi region that
comprises a nonhuman antigen détermination region encoding CDR1 (SEQ ID NO: 9);
CDR2 (SEQ ID NO: 10); and CDR3 (SEQ ID NO: 11) and a human variable framework
region comprising IGK(V)4-1. In certain embodiments, the present invention provides an
isolated polynucleotide molecule encoding a humanized antibody that specifically binds to a
human DLL4 epitope formed by a combination of the human DLL4 N-terminal region (SEQ
ID NO: 27) and human DSL (SEQ ID NO: 26), wherein the polynucleotide molecule is
selected from the group consisting of: (a) a polynucleotide molecule encoding the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 12 and (b) a polynucleotide molecule which hybridizes to the
complement of the polynucleotide molecule according to (a) under stringent hybridization
conditions. In certain embodiments, the present invention provides an isolated

polynucleotide molecule encoding a humanized antibody that specifically binds to a human
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DLL4 epitope formed by a combination of the human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO:
27) and human DSL (SEQ ID NO: 26), wherein the polynucleotide molecule is selected from
the group consisting of (a) SEQ ID NO: 16 and (b) a polynucleotide molecule which
hybridizes to the corhplement of the polynucleotide molecule according to (a) under stringent
hybridization conditions.

{0123] In certain embodimeﬁts is provided an expression vector comprising an
isolated polynucleotide rnolécule of the present invention. In certain embociiments is
providea a host cell comprising an expression vector comprising an isolated polynucleotide
molecule of the present invention |

| [0124] In certain embodiments, the present invention provides a method of treating
cancer in a patient comprising administering to the patient a thgrapeutically effective amount
of a humanized antibody of the present disclosure. In certain embodiments, the cancer
comprises breast cancer, colorectal cancer, lung cancer,vpancreatic cancer, pfostate cancer, or
head and neck cancer.

[01 25] In ceﬁain émb_odiments, the present invention provides a kit comprising a
container and a composition contained therein, wherein the composition comprises a
humanized antibody of the present disclosure, and further comprises a package insert
indicating that the composition can be used to treat cancer.

[0126] 1In addition, fully ﬁuman antibodies can be directly prepared using various
techniques known in the art. Immortalized human B lymphocyie_s immunized in vitro or
isolated from an immunized individual that produce an antibody directed against a target

antigen can be generated (See, e.g., Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,

. Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boemer et al., 1991, J. Immunol., 147 (1):86-95; and U.S. Patent

5,750,373). Also, the human antibody can be selected from a phage library, where that phage

library expresses human antibodies (Vaughan et al., 1996, Nat. Biotech., 14:309-314; Sheets
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et al., 1998, Proc. Nat’l. Acad. Sci., 95:6157-6162; Hoogenboom and Winter, 1991, J. Mol.
Biol., 227381, Marks et al,, 1991, J. Mol. Biol., 222:581). Human antibodies can also be
made in transggnic mice containing human immun6 globulin loci that are capable upon
immunization of producing the full repertoire of human antibodies in the absence of
endogenous immunoglobulin production. This approach is described in U.S. Patents
5,545,807, 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; and 5,661,016.

{0127] This invention also encompasses bispecific antibodies that specifically
recognize a cancer stem cell marker. Bispecific antibodies are antibodjes that are capable of
specifically recognizing and binding at least two different epitopes. The di;fferent epitopes
can either be within the same molecule (e.g. the same cancer stem cell marker polypeptide) or
on different molecules such that both, for example, the antibodies can specifically recogilize
and bind a cancer stem cell marker as well as, for example, 1) an effector molecule on a
leukocyte such as a T-cell receptor (e.g. CD3) or Fc receptor (e.g. CD64, CD32, or CD16) or
2) a cytotoxic agent as described in detail below. Bispecific antibodies can be intact
antibodies or antibody fragments.

[0128] Exemplary bispecific antibodies can bind to two different epitopes, at least
one of which originates in a polypeptide of the invention. Alternatively, an anti-antigenic
arm of an immunoglobulin molecule can be combined with an arm which binds to a
triggering molecule on a leukocyte such as a T cell receptor molecule (e.g. CD2, CD3, CD28,
or B7), or Fc receptors for IgG so as to focus cellular defense mechanisms to the cell
expressing the particular antigen. Bispecific antibodies can also be used to direct cytotoxic
agents té) cells which express a particular antigen. These antibodies possess an antigeh~
binding arm and an arm which binds a cytotoxic agent or a radionuclide chelator, such as
EOTUBE, DPTA, DOTA, or TETA. Techniques for making bispecific antibodies are '

common in the art (Millstein et al., 1983, Nature 305:537-539; Brennan et al., 1985, Science
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229:81; Suresh et al, 1986, Methods in Enzymol. 121:120; Traunecker et al., 1991, EMBO J.
10:3655-3659; Shalaby et al., 1992, J. Exp. Med. 175:217-225; Kostelny et al., 1992, J.

Immunol. 148:1547-1553; Gruber et al., 1994, J. Immunol. 152:5368; and U.S. Patent

- 5,731,168). Antibodies with more than two valencies are also contemplated. For example,

_ trispecific antibodies can be prepared (Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991))

[0129] In certain embodiments are provided an antiboﬂy fragment to, for example,
increase tumor penetration. Various techniques are known for the production of antibody
fragments: Traditionally, these fragments are derived via proteolytic digestion of intact
antibodies (for example Moﬁmoto et al., 1993, Joumal of Biochemical and Biophyéical
Methods 24:1 07—1 17; Brennan et al., 1985, Sciénce, 229:81). In certain embodiments,
antibody fragments are produced recombinantly. Fab, Fv, and scFv antibody fragments can
all be expressed in and secreted from E. coli or other host cells, thus allowing the pi‘oduction
of large amounts of these fragments. Such aﬁtibody fragments can also be isolated from the
antibody phage libraries discussed above. The antibody fragment can also be linear
antibodies as described in U.S. Patent 5,641,870, for example, and can be monospecific or
bispecific. Other techniques for the production of antibody fraéments will be apparent to the
skille‘d practitioner. |

[0130] According to the present invention, techniques can be édapted for the
production of single-chain antibodies specific to a polypeptide of the invention (see U.S. Pat.
No. 4,946,778). In addition, methods can be adapted for the construction of Fab expression
libraries (Huse, et al., Science 246:1275-1281 (1989)) to allow rapid and effective
identification of monoclonal Fab fragments with the desired specificity for the Notch receptor
ligand DLLA, or derivatives, fragments, or homoléés thereof. Ant_ibody fragments that
contain the idiotypes to a polypeptide of the invention may be produced by techniques in the

art including, but not limited to: (a) an F(ab')2 fragment produced by pepsin digestion of an
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antibody molecule; (b) an Fab fragment generated by reducing the disulfide bridges of an
F(ab")2 fragment, (c) an Fab fragment generated by the treatment of the antibody molecule
with papain and a reducing agent, and (d) Fv fragments.

[0131] It can further be desirable, especially in the case of antibody fragments, tq
modify an anfibody in order to increase its serum half-life. This can be achieved, for
example, by incorporation of a salvage receptor binding epitope into the antibody fragment
by mutation of the appropriate region in the antibody fragment or by incorporating the
epitope into a peptide tag that is then fused to the antibody fragment at éither end or in the
middle (e.g., by DNA or peptide sﬁtﬁesis). | |

[0132] Heteroconjugate antibodies are fcilso within the scope of the present
invention. Heterocohj ugate antibodies are corhposed of two covalently joined antibodies.
Such antibodies have, for example, been proposed to target immune cells to unwanted cell‘s
(U.S. Pat. No. 4,676,980). It is contemplated that the antibodies can be prepared ir vitro
using kﬁown methods in synthetic protein chemistry, including those involving crosslinking
agents. For exampie, immunotoxins can be constructed using a disulfide exchange reactibn
or by forming a thioether bond. Examples of suitable reagents for.this purpose include
iminothiolate and methyl-4-mercaptobutyrimidate.

[bl 33] For the purposes of the present invention, it shbuld be appreciated that
modified antibodies can comprise any type of variable region that provides for the association
of the antibody with the polypeptidgs of human DLL4. In this regard, the variable region
may comprise or be derived from any type of mammal that can be induced to mount a
humoral response and generate immunoglobulins against the desired tumor associated
antigen. _As such, the variable region of the modified antibodies can be, for example, of
human, murine, non-human primate (e.g. cynomolgus monkeys, macaques, etc.) or lupine

origin. In some embodiments both the variable and constant regions of the modified
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immunoglobulins are human. In other embodiments the variable regions of compatible
antibodies (usually derived from a non-human source) can be engineered or specifically
tailored to improve the binding properties or reduce the immunogenicity of the molecule. In
this respect, variable regions useful in thg present invention can be humanized or otherwise
altered through the inclusion of imported amino acid sequences.

[0134] The variable domains in both the heavy and light chains are altered by at |
least partial replacement of one or more CDRs and, if necessary, by partial framework region
replacement and sequence changing. Although the CDRs may be derived frorn an antibody
of the same class or even subclass as the antibody from which the framework regions are
derived, it is envisaged that ‘the CDRs will be derived from an antibody of different class and
preferably from an antibody from a different species. It may not be necessary to replace all of
the CDRs with the complete CDRs from the donor variable region to transfer the an_ti gen
binding capacity of one variable domain to another. Rather, it may only be necessary to
transfer those residues that are necessary to maintain the activity of the antigen binding site.
Given the explanations set forth in U.S. Pat. Nos.l 5,585,089, 5,693,761 and 5,693,762, it will
be well within the competence of those skilled in the art, either by carrying out routine
experimentation or by trial and error testing to obtain a functional antibody with reduced
immunogenicity.

[6135] Alterations to the variable region notwithstanding, those skilled in the art
will appreciate that the modified antibodigs of this invention will comprise antibodies, or
immunoreactive fragments thereof, in which at least a fraction of one or more of the consfant
region domains has been deleted or otherwise altered so as to provide desired biochemical
characteristics such as increased tumor localization or reduced éerum half-life when
compared with an antibody of approximately the same immunogénicity comprising a native

or unaltered constant region. In some embodiments, the constant region of the modified
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antibodies will comprise a human constant region. Modiﬁcation-s‘to the constant region
compatible with this invention comprise additions, deletions or substitutions of one or more
amino acids in one or more dornains. That is, the modified antibodies disclosed herein may
comprise alterations or modifications to one or more of the three heavy chain constant
domains (CH1, CH2 or CH3) and/or to the light chain constant domain (CL). In some
embodiments of the invention modified constant regions wherein one or more domains are
partially or entirely deleted are contemplated; In some embodiments the modified antibodies
will comprise domain deleted’ constructs or variants wherein the entire CH2 domain has been
removed (ACH2 constructs). In some embodiments the omitted constant region domain will
be replaced by a short amino acid spacer (e.g. 10 residues) that provides some of the
molecular flexibility typically imparted by the absent constant region.

[0136] Besides their configuration, it is known in the art that the constant region
médiates several effector functions. For example, binding of the C1 component of
complement to antibodies activates the complement system. Activation of complement is
important in the opsonisation and lysis of cell pathogens. The activation of complement also
stimulates the inflammatory response and can also be involved in autoimmune
hypersensitivity. Further, antibodies bind to cells via the Fc region, with a Fc receptor site on
the antibody Fc region binding to a Fc receptor (FcR) on a cell. There are a number of Fc
receptors which are specific for different classes of antibody, ihcluding IgG (gamma
recepto;s), IgE (eta receptors), IgA (alpha receptors) and IgM (mu receptors). Binding of
antibody to Fc receptors on cell surfaces triggers a number of important and diverse ‘7
biological responses including engulfment and destruction of antibody-coated particles,
clearance of immune complexes, lysis of antibody-coated target cells by killer cells (called
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, or ADCC), reléase of inflammatory

mediators, placental transfer and control of immunoglobulin production. Although various
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Fc receptors and receptor sites have been studied to a certain extent, there is still much which
is unknown about their location, structure and functioning.

[0137] While not limiting the scope of the present invention, it is believed that
antibodies cbmprising constant regions modified as described herein provide for altered
effector functions that, in turn, affect the biological profile of the administered antibody. For
example, the deletion or inactivation (through point mutations or other means) of a constant
region domain may reduce Fc receptor binding of vthe circulating modified antibody thereby
increasihg tumor localization. In other cases it may be that constant region modifications,’
consistent with this iﬁvention, moderate complemenf binding and thus reduce the serum half
life and nonspecific association of a conjugated cytotoxin. Yet other modifications of the
constant re‘gion may be used to eliminate disulfide linkages or oligosaccharide moieties that
allow for enhanced localization due to increased antigén specificity or antibody flexibility.
Similarly, modifications to the constant region in accordance with this invention may easily
be made using well known biochemical or molecular engineering techniques well within the
purview of the skilled artisan.

[0138] It will be noted that the modified antibodies may be engineered to fuse the
CH3 domain directly to the hinge region of the respective modified antibodies. In other
constructs it may be desirable to provide. a peptide spacer between the hinge region and the

modified CH2 and/or CH3 domains. For example, compatible constructs could be expressed

wherein the CH2 domain has been deleted and the remaining CH3 domain (modified or

unmodified) is joined to the hinge region with a 5-20 amino acid spacer. Such a spacer may
be added, for instance, to ensure that the regulatory elements of the constant domain remain
free and accessible or that the hinge region remains flexible. However, it should be noted

that amino acid spacers can, in some cases, prove to be im'munogenic and elicit an unwanted

immune response against the construct. Accordingly, any spacer added to the construct be
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relatively non-immunogenic or, even omitted altogether if the desired biochemical qualities
of the modified antibodies may be maintained.

[0139] Besides the deletion of whole constant region domains, it will be appreciated
that the antibodies of the present invention may be provided by the partial deletion or
substitution of a few or even a single amino acid. For example, the mutation of a single
amino acid in selected areas of the CH2 domain may be enough to substantially reduce Fc
binding and thereby increase tumor localization. Similarly, it may be desirable to simply
delete that part of one or more constant region domains that control the effector function (e.g.
cbmplement CLQ binding) to be modulated. Such partial cieletions of the constant regions
may improve selected characteristics of the antibody (serum half-life) while leaving other
desirable functions associated with the subject constant region domain intact. Moreover, as
alluded to above, the constant regions of the disclosed antibodies may be modified through '
the mutation or substitution of one or more amino acids that enhances the profile of the
resulting construct. In this respect it may be possible to disrupt the activity provided by a
conserved binding site (e.g. Fc binding) while substantially maintaining the confi guration and
immunogenic profile of the modified antibody. Certain embodiments can comprise the
addition of one or more amino acids t-o the constant region to enhance desirable
characte’ristics such as effector function or provide for more cytotoxin or carbohydrate
attachment. In such embodiments it can be desirable to insert or replicate specific sequences
derived from selected constant region domains.

[0140] The present invention further embraces variants and equivalents which are

substantially homologous to the chimeric, humanized and human antibodies, or antibody

' fragments thereof, set forth herein. These can contain, for example, conservative substitution

mutations, i.e. the substitution of one or more amino acids by similar amino acids. For

example, conservative substitution refers to the substitution of an amino acid with another
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within the same general class such as, for example, one acidic amino acid with another acidic
amino acid, one basic amino acid with another basic amino acid or one neutral amino acid by
another neutral amino acid. What is intended by a conservative amino acid substitution is
well known in the art. -

[0141] The invention also pertains to immunoconjugates comprising an antibody

- conjugated to a cytotoxic agent. Cytotoxic agents include chemotherapeutic agents, growth

inhibitory agents, toxins (e.g., an enzymatically active toxin of bacterial, ﬁxngai, plant, or
animal origin, or fragments thereof), radioactivé isotopes (i.e., a radioconjugate), etc. |
Chemotherapeutic agents useful in the generation of such immuﬁoconjugates include, fér
example, methotrexate, adriamicin, doxorubicin, melphalan, mitomycin C, chlorambucil,
daunorubicin or other intercalating agénts. Enzymatically active toxins and ﬁ'agrnents thereof
that can be used include diphtheria A chain, nonbinding active fragments of diphtheria toxin,
exotoxin A chain, ricin A chain, abrin A chain, modeccin A chain, alpha-sarcin, Aleurites
fordii proteins, dianthin proteins, Phytolaca americana proteins (PAPI, PAPIIL, _and PAP-S),
momordica charanﬁa inhibitor, curcin, crotin, sapaonaria officinalis inhibitor, gelonin,
mitogellin, restrictocin, phenomycin, enomycin, and the tricothecenes. In some

embodiments, the antibodies can be conjugated to radioisotopes, such as 9OY, 125I, 131I, 123I,
Hm, '%Rh, '3Sm, ’Cu, 'Ga, '66H§, Y771 u, '¥Re and '®Re using anyone of a number of
well known chclatofs or direct labeling. In other embodiments, the disclosed compositions
can comprise antibodies coupled to drugs, prodrugs or lymphokine;s such as interferc;n.
Conjugates of the antibody and cytotoxic agent ére made using a variety of bifunctional
protein-poupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-pyridyidithiol) propionate (SPDP),
iminothiolane (IT), bifunctiongl derivatives of imidoesters (such as dimethyl adipimidate
HCL), active esters (such as disuccinimidyl suberate), aldehydes (such as glutareldehyde),

bis-azido compounds (such as bis(p-azidobenzoyl) hexanediamine), bis-diazonium
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derivatives (such as bis—(p—diazoniumbenzoyl)-ethylenediamine), diisocyanates (such as

~ tolyene 2,6-diisocyanate), and bis-active fluorine compounds (such as 1,5-difluoro-2,4-

dinitrobenzene). Conjugates of an antibody and one or more small molecule toxins, such as a
calicheamicin, m'aytansinoids, a trichot‘hene, and CC1065, and the deriyatives of these toxins
that have toxin activity, can also be used. In some embodiments, the modified antibodies can
be complexed with other immunologically active ligands (e.g. antibodies or fragments

thereof) wherein the resulting molecule binds to both the neoplastic cell and an effector cell

‘such as a T cell.

[0142] Regardless of how useful quantities are obtained, the antibodies of the
preser-xt‘ invention can be used in any one of a number of conjugated (i.e. an
immunoconjugate) or unconjugated forms. Alternatively, the antibodies of this invention can
be used in a nonconjugated or “naked” form to harness the subject’s natural defense
mechanisms including complement-dependent cytotoxicity (CDC) and antibody dependent
cel]ulgr toxicity (ADCC) to eliminate the malignant cells. The selection of which conjugated
or unconjugated modified antibody to use will depend of the type and stage of cancer, use of
adjunct treatment (e.g., chemotherapy or external radiation) and patient condition. It will be
appreciated that one skilled in the art could readily make such a seiection in view of the
teachings herein.

[0143] The antibodies of the present invention can be assayed for immunospecific
binding by any m¢thod-known in the art. The immunoassays which can be used include, but
are not limited to, competitive and non-competitive assay systems using techniques such as
BIA;ore analysis, FACS analysis, immunofluorescence, immunocytochemistry, Western
blots, radioimmunoassays, ELISA, "_sandwich" immunoassays, immunoprecipitation assays,
precipitin reactions, gel diffusion precipitin reactions, immunodiffusion assays, agglutination

assays, complement-fixation assays, immunoradiometric assays, fluorescent immunoassays,
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and protein A immunoassays. Such assays are routine and well known in the art (see, e.g.,
Ausubel et al, eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons,
Inc., New York, which is incorporated by reference hefein in its entirety).

[0144] In some embodiments, the immunospecificity of an antibody_agéinst a cancer
stem ce‘ll marker is'determined using ELISA. An ELISA assay compﬁses preparing antigen,
coating wells of a 96 well microtiter plate with antigen, adding the antibody against a cancer
stem cell marker conjugated to a detectable compound such as an enzymatic substrate (e.g.
horseradish peroxidase or alkaline phosphatase) to the well, incubating for a period of time
and detecting the presénce of the antigen. In some erribodiments, the antibody against a
cancer stem cell marker is not conjugated to a detectable compound, but instead a second
conjugated antibody that recognizés the antibody against a cancer stem cell marker is added
to the well. In some embodiments,’ instead of coating the well with the antigen, the antibody
against a cancer stem cell marker can be coated to the well and a second antibody conjugated
toa detéctable compound can be addéd following the addition of the antigen to the coated
well. One of skill in the art would be knowledgeable as to the parameters thét can be
modified to increase the signal d@tected as well as other variations of ELISAs known in the
art (see e.g. Ausubel et al, eds, 1994, Current Protocols‘in Molecular Biology, Vol. 1, John
Wiley & Sons, Inc.,New York at 11.2.1). |

[0145] The binding affinity of an antibody to a cancer stem cell marker antigen and
the off-rate of an antibody-antigen interaction can be determined by competitive binding
assays. One example of a competifcive binding assay is a radioimmunoassay comprising the
incubation of labeled antigen (e.g. >H or '*’), or fragment or variant thereof, with the
antibody of interest in the presence of increasing amounts of unlabeled antigen followed by
the detection of the antibody bound to the labeled antigen. The affinity of the antibody

against a cancer stem cell marker and the binding off-rates can be determined from the data
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by scatchard plot analysis. In some embodiments, BIAcore kinetic analysis is used to
determine the binding on and off rates of antibodies against a cancer stem cell marker.
BIAcore kinetic analysis comprises analyzing the binding and dissociation of antibodies from
chips with immobilized cancer stem cell marker antigens on their surface.

[0146] In certain embodiments, the invention encompasses isolated polynucleotides
that encode a polypeptide comprisiﬁg an antibody, or fragment thereof, against human DLLA4.
Thus, the term "polynucleotide encoding a polypeptide” encompasses a polynucleotide which
includes only coding sequences for the polypeptide as well as a palynucleotide which
includes additi'c-mal coding aﬁd/or non-coding sequénces. The polynucleotides of tﬁe
invention can be in the form of RNA or in the form of DNA. DNA includes cDNA, genomic -
DNA, and synthetic DNA; and can be _dduble—stranded_ or single-stranded, and if single
stranded can be the coding strand or non-coding (anti-sense) strand.

(0147] The present invention further relates to variants of the hereinabove described
polynucleotides encoding, for example, fragments, analogs, and derivatives. The variant of
the polynucleotide can be a ﬁaturally occurring allelic variant of the polynucleotide or a non;
naturally occurring variant of the polynucleotide. In certain embodiments, the polynucieotide
can hgve a coding sequence which is a naturally occurring allelic variant of the coding
sequence of the disclosed polypeptides. As known in the art, an allelic variant is an alternate
form of a polynucleotide sequence that have, for example, a substitution, deletion, or addition
of one or more nucleotides, which does not substantially alter the function of the encpded
polypeptide.

[0148] In certain embodiments the polynucléotides comprise the coding sequence
for the mature polypeptide fused in the same reading frame to a polynucleotide which aids,
for example, in expression and secretion of a polypeptide from a host cell (e.g. a leader

sequence which functions as a secretory sequence for controlling transport of a polypeptide
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from the cell). The polypeptide having a leader sequence is a preprotein and can have the
leader sequence cleaved by the host cell to form the mature form of the polypeptide. The
polynucleotides can also encode for a proprotein which is the mature protein plus a'dditional
5' amino acid residues. A mature prpteiﬁ having a prosequence is a proprotein and is an
inactive form of the protein. Once the prosequence is cleaved an active mature protein
remains.

[0149] In certain embodiments the polynucleotides éompﬁse the coding sequence
for the mature polypeptide fused in the same reading frame to a marker séquence that allows,
for example, for purification of the éncoded polypeptide. For example, the marker sequenée
can be a hexa-histidine tag supplied by é pQE-9 vector to provide for purification of the
mature polypeptide fused to the marker in the case of a bacterial host, or the marker sequénce
can be a hemagglutiniﬁ (HA) tag derived from the influenza hemagglutinin protein when a
marhmailian host (e.g. COS-7 cells) is used.

[0150] In certain embodiments, the present invention provides isolated nucleic acid
molecules having a nucleotide sequence at least 80% identical, at least 85% identical, at least
90% identical, at least 95% identical, and in some embodiments, at least 96%, 97%, 98% or
99% identical to a polynucleotide encoding a polypeptide comprising an antibody, or
fragment thereof, against human DLLA4.

[0151] By a polynucleotide having a nucleotide sequence at leaét, for example, 95%
"identical"” to a reference nucleotide sequence is intended that the nucleotide sequence of the
polynucleotide is identical to the reference sequence except that the polynucleotide sequence
can include up to five point mutations per each 100 nucleotides of the reference nucleotide
sequence. In other words, to obtain a polynucleotide having a nugleotide sequence at least
95% identical to a reference nucleotide sequence, up to 5% of the nucleotides in the reference

sequence can be deleted or substituted with another nucleotide, or a number of nucleotides up
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to 5% of the total nuc;leotides in the reference sequence can be inserted into the reference
sequence. These mﬁtations of the reference sequence can occur at the amino- or carboxy-
terminal positions of the reference nucleotide sequence or anywhere between those terminal
positions, interspersed either individually among nucleotides in the reference sequence or in
one or more contiguous groups within the reference séquence.

[0152] As a practical matter, whether any particular nucleic acid molecule is at least
80% identical, at least 85% identical, at least 90% identical, and in some embodiments, at
least 95%, 96%, 97%, 98%, or 99% identical to a reference sequence can be determined
conventionally using known computer programs such as the Bestfit program (Wisconsin
Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group, University
Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711). Bestfit uses the local homology
algorithm of Smith and Waterman, Advances in Applied Math_ematics 2: 482 489 (1981), to
find the best segment of homology between two sequences. When using Bestfit or any other
sequence alignment program to determine whether a particular sequence is, for instance, 95%
identical to a reference sequence according to the present invention, the parameters are set
such thaf the percentage of identity is calculated over the full length of the reference
nucleotide sequence and that gaps in homology of up to 5% of the total number of
nucleotides in the reference sequence are allowed.

{0153] The polynucleotide variants can contain alterations in the coding regions,
non-coding regions, or both. In some embodiménts the polynucleotide variants contain
alterations which produce silent substitutions, additions, or delétions, but do not alter the
properties or activities of the encoded polypeptide. In some embodiments, nucleotide
variant; are produced by silent substitutions due to the degeneracy of the genetic code.

Polynucleotide variants can be produced for a variety of reasons, e.g., to optimize codon
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expression for a particular host (change codons in the human mRNA to those preferred by a
bacterial host such as E. coli).
[0154] The polypeptides of the present invention can be recombinant polypeptides,

natural polypeptides, or syhthetic polypeptides comprising an antibody, or fragment thereof,

» agaiﬁst human DLL4. It will be recognized in the art that some amino acid sequences of the

invcﬁtion can be varied without significant effect of the structure or function of the protein.
Thus, the invention further includeé variations of the polypeptides which show substantial
activity or which include regions of an antibody, or fragment thereof, against human DLL4
profein. Such mutants include delettons, insertiéns, inversions, repeats, and type
substitutions.

[0155] The polypeptides and analogs can be further modified to contain additional
chemical moieties not normally part of the protein. Those derivatized moieties can improve
the solubility, the biological half life or absorption of the protein. The moieties can also
reduce or eliminate any desirable side effects of the proteins and the like. An overview for
those moieties can be found in REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 20th ed.,
Mack Publishing Co., Easton, PA (2000).

[0156] The isolated polypeptides described herein can be produced by any suitable
method known in the art. Such methods range from direct protein synthetic methods to
constructing a DNA sequence encoding isolated polypeptide sequences and expressing those
sequences in a suitable transformed host. In some embodiments, a DNA sequence is
constructed using recombinant technology by isolating or synthesizing a DNA sequence
encodh{g a wild-type protein of interest. Optionally, the sequence can be mutagenized by
site-specific mutagenesis to provide functional analogs thereof. See, e.g. Zoeller et al., Proc.

Nat'l. Acad. Sci. USA 81:5662-5066 (1984) and U.S. Pat. No. 4,588,585.
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[0157] Insome embodiments a DNA sequence encoding a polypeptide of interest
would l;e constructed by chemical synthesis using an oligonucleotide synthesizer. Such
oligonucleotides can be des_igned based on the amino acid sequence of the desired
polypeptide and selecting those codons that are favored in the host cell in which the
recombinant polypeptide of interest will be produced. Standard methods can be applied to
synthesize an isolated polynucleotide sequence encoding an isolated polypeptide of interest.
For example, a complete amino acid sequence can be used to construct a back-translated
gene. Further, a DNA oligomer containing a nucleotide sequénce coding for the particular °
isolated polypeptide can be synthesized. For example; several small oligonucleotides coding
for port'i'.ons of the desired polypeptide can be synthesized and then ligated. The individual
oli gonucledtides typically contain 5' or 3' overhangs for complementary assembly..

[0158] - Once assembled (by synthesis, site-directed mutagenesis or another method),
the polynucleotide sequences encoding a particular isolated polypeptide of interest will be
inserted into an expression vector and operatively linked to an expression control sequence
appropriate for expression of the protein in a desired host. Proper assembly can be confirmed
by nucleotide sequencing, restriction mapping, and expression of a biologically active
polypeptide in a suitable host. As is well known in the art, in order to obtain high expression
levels of a transfected gene in a host, the gene must be operatively linked to transcriptional
and translational expression control sequences that are functional in the chosen expression
host.

[0159] Recombinant expression vectors are used to amplify and express DNA
encoding cancer stem cell marker polypeptide fusions. Recombinant expression vectors are
replicable DNA constructs which have synthetic or cDNA-derived DNA fragments éncoding

a cancer stem cell marker polypeptide fusion or a bioequivalent analog operatively linked to

. suitable transcriptional or translational regulatory elements derived from mammalian,
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microbial, viral or insect genes. A transcriptional unit generally comprises an assembly of (1)

a genetic element or elements having a regulatory role in gene expression, for example,

_transcriptional promoters or enhancers, (2) a structural or coding sequence which is

transcribed into mRINA and translated into protein, and (3) appropriate transcription and
translation initiation and termination sequences, as described in detail belovif; Such
regulatory elements can include an operator sequence to control transcription. Thé ébility to
replicaté in a host, usually conferred by an origin of replication, and a selection genel to
facilitate recognition of transformants can ‘additionally be incorporated. DNA regions are
operatively linked when they are ﬁlnctionally related to each other. For example, bNA fora
signal peptide (secretory leader) is operatively iinked to DNA for a polypeptide if it is
expressed as a precursor which participates in the secretion of tﬁe polypeptide; a promoter is
operatively linked to a coding sequence if it controls the transcription of the sequence; or a
ribosome binding site is operatively linked to a coding sequence if it is positioned so as to
permit translation. Generally, operatively linked means contiguous and, in the case of
secretory leaders, means contiguous and in reading frame. Structural elements intended for
use in yeast expression systems include a leader sequence enabling extracellular secretion of
translated protein by a host cell. Alternatively, where recombinant protein is expressed
without a leader or transport sequence, it can include an N-terminal methionine residue. This
residue can optionally be subsequently cleaved from the expressed recombinant protein to
provide a final product.

[01 60] The choice of expression control sequence and expression vector will depend
upon the choice of host. A wide variety of expression host/vector combinations can be
employed. Useful expression vectors for eukaryotic hosts, include, for example, vectors
comprising expression control sequences from SV40, bovine papilloma virus, adenovims and

cytomegalovirus. Useful expression vectors for bacterial hosts include known bacterial
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plasmids, such as plasmids from Esherichia col, including pCR 1, pBR322, pMB9 and their

- derivatives, wider host range plasmids, such as M13 and filamentous single-stranded DNA

phages.

[0161] Suitable host cells for expression of a cancer stem cell marker protein
include prokaryotes, yeast, insect or higher eukaryotic cells under the cont.rol of appropriaie
promoters. Prokaryotes include gram negative or gram positive organisms, for example E.
coli or bacilli, Higher eukaryotic cells include established cell lines of mammalian origin as
described below. Cell-free translation systems could also be employed. Appropriate cloning
and expression vectors for use with bacterial, fungal, yeast, and rﬁammalian cellular hosts are
descriqu by Pouwels et al. (Cloning Vectors: A Labératory Manual, Elsevier, N.Y., 1985),
the relevant disclosure of which is hereby incorporated by reference.

[0162] Various mammalian or insect cell culture systems are also advantageously
employed to express recombinant protéin. Expression of recombinant proteins in mammalian
cells can be performed because such proteins are generally correctly folded, appropriately
modified and completely functional. Examples of suitable mammalian host cell lines include
the COS-7 lines of monkey kidney cells, described by Gluzman (Cell 23:175, 1981), and
other cell lines capable of expressing an appropriate vector including, for example, L cells,
C127, 3T3, Chinese hamster ovary (CHO), HeLa and BHK cell lines. Mammalian
expression vectors can comprise nontranscribed elements such as an origin of replication, a
suitable promoter and enhancer linked to the gene to be expressed, and other 5' or 3' ﬂarﬂcing
nontranscribed sequences, and 5' or 3' nontranslated sequences, such as necessary ribosome
binding sites, a polyadenylation site, splice donor and acceptor sites, and transcriptional
termination sequences. Baculovirus systems for production of heterologous proteins in insect

cells are reviewed by Luckow and Summers, Bio/Technology 6:47 (1988).
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[0163] The proteins produced by a transformed host can be purified according to
any suitable method. Such standard methods include chromatography (e.g., ion exchange,
affinity and sizing column chromatography), centrifugation, differential solubility, or by any
other standard teghnique for protein purification. Affinity tags such as hexahistidine, maltose
binding domain, inﬂuenza coat sequence and glutathione-S-transferase can be attached to the
protein to allow easy purification by passage over an appropriate affinity column. Isolated

proteins can also be physically characterized using such techniques as proteolysis, nuclear

‘magnetic resonance and x-ray crystallography.

[0164] For example, supernatants from systems which secrete recombinant protein
into culture media can be first concentrated using a commercially available protein
concentration filter, for exarﬁple, an Amicon or Millipore Pellicon ultrafiltration unit.
Following the concentration step, the concentrate can be applied to a suitable purification
matrix. Alternatively, an anion exchange resin can be employed, for example, a matrix or
substrate having pendant diethylaminoethyl (DEAE) groups. The matrices can be
acrylamide, agarose, dextran, cellulose or other types commonly employed in protein
purification. Alternatively, a cation exchange step can be employed. Suitable cation
exchangers include various insoluble matrices comprising sulfopropyler carboxymethyl
groups. Finally, one or more reversed-phase high performance liquid chromatography (Ri’-
HPLC) steps employing hydrophobic RP-HPLC media, e.g., silica gel having péndant methyl
or other aliphatic groups, can be employed to further purify a cancer stem cell protein-Fc
composition. Some or all of the foregoing purification steps, in various combinations, can
also be employed to provide a homogeneous recombinant protein.

[0165] Recombinant protein produced in bacterial culture can be isolated, for
example, by initial extraction from cell pellets, followed by one or more concentration,

salting-out, adueous ion exchange or size exclusion chromatography steps. High performance
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liquid chromatography (HPLC) can be employed for final purification steps. Microbial cells
employed in expression of a recombinant protein can be disrupted by any convenient method,
,including freeze-thaw cycling, sonication, mechanical disruption, or use of cell lysing agents.

[0166] The ,present' invention provides methods for inhibiting the grpwth of
tumorigenic cells expressing a cancer stem cell marker using the antibodies against a cancer
stem cell marker described herein. In certain embodiments, the method of: inhibiting the
growth of tumorigenic cells expressing a cancer stem cell marker comprises contacting the
cell with an antibody against a cancer stem cell marker in vitro. For example, an
immortalized cell line or a cancer cell line that expresses a cancer stem éeli xﬁarker is cultured
in medi;xm to which is added an antibody against the expressed éancer stem cell marker to
inhibit cell growth. In some émbodiments, tumor cells comprising tumor stem cells are
isolated from a patient sample such as, for examéle, a tissue biopsy, pleural effusion, or blood
sample and cultured in medium to which is added an antibody against a cancer stem cell
marker to inhibit cell growth.

[0167] In some embodiments, the method of inhii:iting the growth of tumorigenic
cells expressing a cancer stem cell marker comprises contacting the cell with an antibody
against a cancer stem cell marker in vivo. In certain embodiments, contacting a tumorigenic
cell with an antibody against a cancer stem cell marker is undertaken in an animal model.

For example, xenografts expressing a cancer stem cell marker are grown in
immunocompromised mibe (e.g. NOD/SCID mice) that are administered an antibody against
a cancer stem cell marker to inhibit tumor growth. In some embodiments, cancer stem cells
that express a cancer stem cell marker are isolated from a patient sample such as, for
example, a tissue biopsy, pleural effusion, or blood sample and injected into
immunocompromised mice that are then administered an antibody against the cancer stem

cell marker to inhibit tumor cell growth. In some embodiments, the antibody against a cancer
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stem cell marker is administered at the same time or shortly after introduction of tumorigenic
cells into the animal to prevent tumor growth. In some embodiments, the antibody against a
cancer stem cell marker is administered as a therapeutic after the tumorigenic cells have
grown to a specified size.

[0168] The present invention further provides pharmaceutical compositions
comprising antibodies that target a cancer stem cell marker. These pharmaceutical
compositions find use in inhibiting tumor cell growth and treating cancer in human patients.

[0169] Formulations are prepared for storage and use by‘combining a pgriﬁed
antibody of the present inveﬁtion with a pharmaceutically acceptable vehicle (e.g. carrilgr,
excipient) (Remington, Thé Science and Practice of Pharmacy 20th Edition Mack Publishing,
2000). Suitable pharmaceutically acceptable vehicles include, but are not limited to, nontoxic
buffers such as phosphate, citrate, and other organic acids; salts such as sodium chloride;
antioxidants including ascorbic aéid and methionine; preservatives (e.g.
octadecyldimethylbenZyl ammonium chloride; hexamethonium chloride; benzalkonium
chloride; benzethonium chloride; phenol, butyl or benzyl alcohol; alkyl parabens, such as_
methyl or propyl paraben; catechol; resorcinol; cyclohexanol; 3-pentanol; and m-cresol); low
molecular weight polypeptides (e.g. less than about 10 amino acid residues); proteins such as
serum albumin, gelatin, or immunoglobulins; hydrophilic polymers such as
polyvinylpyrrolidone; amino acids such as glycine, glutamine, asparagine, histidine, arginine,
or lysine; cafbohydrates such as mdnosacchandes, disaccharides, glucose, mannose, or
dextrins;rchelating agents such as EDTA; sugars such as sucrose, mannitol, trehalose or
sorbitol; salt-forming counter-ions such as sodium; metal complexes (e.g. Zn-protein
comple:ées); and non-ionic surfactants such as TWEEN or polyethylene glycol (PEG).

[0170] The pharmaceutical composition of the present invention can be

administered in any number of ways for either local or systemic treatment. Administration

75



WO 2008/042236 v PCT/US2007/020889

can be topical (such as to mucous membranes including vaginal and rectal delivery) such as
transdermal patches, ointments, lotions, cfeams, gels, drops, suppositories, sprays, liquids and
powders; pulmonary (e.g., by inhalation 6r insufflation of powders or aerosols, including by
nebulizer; intratracheal, intranasal, g:pidefma] and transdermal); oral; or parenteral including
intravenous, intraarterial, subcutaﬁéous, intraperitoneal or intramuscular injection or infusion;
or intracranial (e.g., intrathecal or intraventricular) administration.

[0171] The therapeutic formulation can be in unit dosage form. Such formulations
include tablets, pills, cai)sules, powders, granules, solutions or suspensio'ns in water or non-
aqueous media, or suppositories fo.r oral, parenteral, or rectal administration or for |
administration by inhalation. In solid compositions such as tablets the principal active
ingredient is mixed with a pharmaceutical carrier. Conventional tableting ingredients include
corn starch, lactose, sucrose, sorbitol, tale, stearic acid, magnésium stearate, dicalcium
phosphate or gums, and other diluents (e.g. water) to form a solid preformulation composition
containing a homogeneous mixture of a compound of the present invention, or a non-toxic
pharmaceutically acceptable salt thereof. The solid preformulation composition is then
subdivided into unit dosage forms of the type described above. The f'ablets, pills, etc of the
novel composition can be coated or otherwise compounded to provide a dosage form
affordin;g,r the advantage of §rolonged action. For example, the tablet or pill caﬁ comprise an
inner composition covered by an outer component. Funﬁemore, the two components can be
separated by an enteric layer that serves fo resist disintegration and permits the inner
component to pass intact through the stomach or to be delayed in release. A variety of
materials can be used for such enteric layers or coatings, such materials including a number
of polymeric acids and mixtures of polymeric acids with such materials as shellac, cetyl

alcohol and cellulose acetate.
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[0172] Pharmaceutical formulations include antibodies of the present invention
complexed with liposomes (Epstein, et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688;
Hwéng, et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030; and US Patent 4,485,045 and
4,544,545). Liposomes with enhanced circulation time are dis_closed in U.S. Patent 5,013,556.
Some liposomes can Be generated by the reverse phase evaporation with a lipid composition
comprising phosphatidylcholine, cholesterol, and PEG-derivatized phosphatidylethanolamine
(PEG-PE). Liposomes are extruded through filters of defined pore size to yield liposomes
with the desired diameter. | |

[0173] The antibodies can also be cntrapped in microcapsules. Such microcapsules
are prepared, for example, by éoacervation techniques or by interfacial polymerization, for
éxample, hydroxymethylcellulose or gelatin-microcapsules and poly-(methylmethacylate)
microcapsules, fespectively, iﬁ colloidal drug delivery systems (for example, liposomes,
albumin microspheres, microemulsions, nano-particles and nanocapsulés) orin
macroemulsions as described in Remington, The Science and Practice of Pharmacy 20th Ed.
Mack Publishing (2000). |

[0174] In addition sustained-release preparations can be prepared. Suitable examples
of sustained-release preparations include semipermeable matrices of solid hydrophobic
polymers containing the antibody, which matrices are in the form of shaped articles (e.g.
films, or microcapéules). Examples of sustained-release matrices include polyesters,
hydrogels 's.uch as poly(2-hydroxyethyl-methacrylate) or poly(v nylalcohol), polylactides
(U.S. Patent 3,773,919), copolymers of L-glutamic acid and 7 ethyl-L-glutamate, non-
degradable ethylene-vinyl acetate, degradable lactic acid-glycolié acid copolymers such as
the LUPRON DEPOT TM (inj ecta‘ble microspheres composed of lactic acid-glycolic acid
copolymer and leuprolide acetate), sucrose acetate isobutyrate, and poly-D-(-)-3-

hydroxybutyric acid.
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[0175] In some embodiments, the treatment involves the combined administration of
an antibody of the present invention and a chemotherapeutic agent or cocktail of fnultiple
different chemotherapeutic agents. Treatment with an antibody can occur prior to;
cbncurréntljz with, or subsequent to administratiop 6f cherﬁotherapies. Chemotherapies
contemplated by the invention include chemical substances or drugs which are known in the
art and are commercially available, such as Doxorubicin, 5-Fluorouracii, Cytosine
arabinoside ("Ara-C"), Cyclophosphamide, Thiotepa, Busulfan, Cytoxin, Taxol, -
Methotrexate, Cisplatin, Melphalan, Vinblastine and Carboplatin. Combined administration
can include co—admiﬁi,stration, either in a single ﬁhaﬁnaceutical formulation or using separate
formulations, or consecutive administration in either order but generally within a time period

such that all active agents can exert their biological activities simultaneously. Preparation

- and dosing schedules for such chemotherapeutic agents can be used according to

manufacturers' instructions or as determined empirically by the skilled practitioner.
Preparation and dosing schedules for such chemotherapy are also described in Chemotherapy
Service Ed., M. C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md. (1992).

[0176] In certain embodiments of the invention, the treatment involves the
combined administration of an antibody of the present invention and a second therapeutic
agent. As used herein, "a second therapeutic agent" includes, but is not limited to,
chemotherapeutic agent, radiation therapy, cytokine and antibody against other tumor
associated antigen.

[0177] In other embodiments, the treatment involves the combined administration of
an antibody of the present invention and radiation therapy. Treatment with the antibody can
occur prior to, concurrently with, or subsequent to administration of radiation therapy. Any

dosing schedules for such radiation therapy can be used as determined by the skilled

practitioner.
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[0178] In other embodiments, the treatment can involve the combined
administration of antibodies of the present invention with other antibodies against additional
tumor associated antigens including, but not limited to, antibbdies that bind to the EGF
receptor (EGFR) (Erbitux®), the erbB2 receptor (HER2) (Herceptin®), and vascular
endothelial growth factor (VEGF) (Avastin®). Furthermore, treatmerit can include
administration of one or more cytokines, can be accompanied by surgical removal of cancer
cells or any other therapy deemed necessary by a treating physician.

[0179] For the treatment of the disease, the appropriate dosage of an antibody of thé
present invention depends on the type of disease to be t'reated, the severity and course of the
diseﬁse, the responsiveness of the disease, whether the antibody is administered for
therapeutic or preventative purposes, previous therapy, patient’s'clinical history, and so on all
at the discretion of the treating physician. The antibody can be administered one time or over
a series of treatments lasting from several days to several months, or until a cure is effected or
a diminution of the disease state is achieved (e.g.' reduction in tumor size). Optimal dosing
schedules can be calculated from measurements of drug accumulation in the body of the
patient and will Vary depending on the relative potency of an ihdividual antibody. The
administering physician can easily determine optimum dosages, dosing methodologies and
repetition rates. In general, dosage is from 0.01 pg to 100 mg per kg of body weight, and can
be given once or more daily, weekly, monthly or yearly. The treating physician can estimate
repetition rates for dosing based on measured residence times and concentrations of the drug
in bodily fluids or tissues.

[0180] The present invention provides kits comprising the antibodies described
herein and that can be used to perform the methods described herein. In certain

embodiments, a kit comprises at least one purified antibody against a cancer stem cell marker

in one or more containers. In some embodiments, the kits contain all of the components
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necessary and/or sufficient to perform a detection assay, including all controls, directions for
performing assays, and any necessary software for analysis and presentation of results. One
skilled in the art will readily recognize that the disclosed antibodies of the present invention
can be readily incorporated into one of the established kit formats which are well known in
the art. .

[0181] Embodiments of the present disclosure can be further defined by reference to
the following examples, which describe in detail preparation of antibodies of the present
disclosure and methods for using antibodies of the present disclosure. It will be apparent to
those skilled in the art that many modifications, both to materials and methods, may be
practiced without departing from the scope of the present disclosure. Wherever possible, the
same reference numbers will be used throughout the drawings to refer to the same or like
parts. As used herein and in the appended claims, the singular forms “a,” “or,” and “the”
include plural referents unless the context clearly dictates otherwise. Thus, fox; example,
referené:_e tov“an antibody” includes a plurality of such antibodies or one or more antibodies
and equivalents thereof known to those skilled in the art. Furthermore, all numbers
expressing quantities of ingredients, reaction cbnditions, purity, polypeptide and
polynucleotide lengths, and so forth, used in the specification, are modified by the term
“about,” unless otherwise indicated. Accordingly, the numericél parameters set forth in the
specification and claims are approximations that may vary depending upon the desired

properties of the present invention.

EXAMPLES
Example 1: Production of Monoclonal and Humanized DLL4 Antibodies

Antigen Production

[0182] A recombinant polypeptide fragment of the extracellular domain of human

DLL4 was generated as an antigen for antibody production. Standard recombinant DNA
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technology was used to isolate a polynucleotide encoding amino acids 1-522 of DLL4 (SEQ
ID NO: 25). This polynucleotidé was ligated in-frame N-terminal to either a human Fc-tag or
histidine-tag and cloned into a transfer plasmid vector for baculovirus mediated expression in
insect cells. Standard transfection, infection, and cell culture protocols were used to produce
recombinant insect cells expressing the corresponding DLL4 polypeptide (O’Reilley et al.,
Baculovirus expression vectors: A Laboratory Manual, Oxford: dxford University Pregs
(1994)).

[0183] Cleavage of the endogenous signal sequence of human DLL4 was
approximated using cleavage prediction software SignalP 3.0, howevér the actual in vivo
cleavage point can differ by a couple of amino acids either direction. Thé predicated
cleavag;a of DLL4 is between amino acids 1 and 26, thus DL1L4 antigen protein comprises
approximately amino acid 27 through amino acid 522. Antigen protein was purified from
insect cell conditioned medium using Protein A and Ni**-chelate affinity chromatography.
Purified antigen protein was then dialyzed against PBS (pH=7), concentrated to

approximately 1 mg/ml, and sterile filtered in preparation for immunization.

Immunization A

| [01 8;1] Mice (n=3) were immunized with purified DLL4 antigen protein (Antibody
Solutior}s; Mountain View, CA) using standard techniques. Blood from individual mice was
screened approximately 70 days after initial immunization for antigen recégnition using
ELISA and FACS analysis (described in detail below). The two animals with the highest
antibody titers V\-/ere selécted for final antigen boost after which spleen cells were isolated for
hybridoma production. Hybridoma cells were plated at 1. cell per well in 96 well plates, and
the supernatant from each well screened by ELISA and FACS analysis against antigén
protein. Several hybridomas with high antibody titer were selected and scaled up in static

flask culture. Antibodies were purified from the hybridoma supernatant using protein A or
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protein G agarose chromatography. Purified monoclonal antibodies were again tested by

FACS and are isotyped to select for IgG and IgM antibodies.

FACS Analysis

[0185] To select monoclonal antibodies produced by hybridomas clones that
recognize native cell-surface DLL4 protein, FACs analysis was used. HEK293 cells were co;
transfected with expression vectors encoding a full-length ¢cDNA clone of DLL4 and the
transfection marker GFP. Twenty-four to forty-eight hburs post-transfection, cells were
colle(;ted in suspension and incubated on ice with anti-DLLéi antibodies or control IgG to
detect Background antibody binding. The cells were washed and primary antibodies detected
with anti-mouse secondary antibodies conjugated to a fluorescent chromophore. Labeledv :
cells were then sorted by FACS to identify anti-DLL4 antibodies that specifically recognize
cell surface expression of nativé cell-surface DLL4 protein. Monoclonal antibodies 21M14
and 21M18 recognized DLL4 on transfected cells (Fig. 1). Murine antibody 21M18 was
deposited with American Tissue Culture Collection (No. X). |

[0186] The ability of antibodies directed towards DLL4 to interfere with the
interaction between DLL4 and Notch was next determined using flow cytometry. HEK 293
cells stably transduced with DLL4 cDNA were incubated with either Notch1-EGF10-15-Fc
or control protein-Fc in the presence of anti-DLL4 or control antibodies. Binding of Fe
fusion proteins to cells expressing DLL4 was detected by PE-conjugated goat anti-Fc
antibody and flow cytometry. The ability of anti—DLL4 antibodies inhibit the binding of
Notch to DLL4 was thus determined by a decrease in fluorescence intensity. As shown in
Figure 2A, inﬁibition of Notch binding was observed with murine antibodies 21M14 and
21M18, but not 21M12. Furthermore, murine 21M18 specifically binds human not murine

DLLA4, and blocks binding of human DLL4 but not murine DLL4 binding to cells expressing
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Notchl (Fig. 2B). These data indicate that 21M18 in xenograft experiments targets human

DLLA expressed on the tumor cells and not murine DLL4 expressed on the vasculature.

Epitogé Mapping

[0187] To identify antibodies that recognize specific regions of the DLL4 |
extracellular domain, epitope mapping was perfbrmed. Mammalian expression plasmid
vectors éornprising a CMV promoter upstream of polynucleotides that encode a nested series

of deletion fragments of the extracellular domain of DLL4 fused to Fc protein were generated

‘using standard recombinant DNA technology. Additional constructs that encoded fragments 4

of DLL4 that were chimera of human and mouse DLL4 fused to Fc protein were also
generated using standard recombinant DNA technology. A further series of DLL4-fc fusion
proteins were designed that included specific amino acid substitutions. These recombinant
fusion proteins were expressed in transiently fransfected HEK 293 cells from which
conditioned medium was collected twenty-four to forty-eight hours post-transfection for
ELISA. The DLL4 fusion protein fragments were captured on plates coated with anti-human
Fc antibodies. Anti-DLL4 antibodies were then allowed to interact with the bound DLL4
fragments and binding was measured by subsequent incubation with HRP conjugated a;ntif
mouse antibody and detection of HRP activity (Figure 3A). As shown in Figure 3,
monoclonal murine antibodies 21M14 and 21M18 recognize the epitope contained within
amino acids 1-217 of DLLA4. This region contains a motif termed the “DSL
(Delta/Serrate/lag-2)” domain present in several Notch ligands (Tax et al., 1994, Nature
368:150-4). Additionally, anti-DLL4 mAbs were examined for binding to DLI14 fusion
protein fragments by western blot analysis (Fig. 3B). This work demonstrafes the human
specific binding of 21M18 to DLL4 within amino acids 1-154 in the presence of a DSL

domain present within amino acids 155-217. This demonstrates a previously unappreciated

importance of this N-terminal sequence to DLL4 function. This work is summarized in
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schematic form (Fig. 3C) with 21M18 binding or lack of binding denoted by a “+” or “-”
respectively. The binding of 21M 18 was further characterized by examination of binding of
21M18 to a series of DLL4 protein fragments (DLL4dom1-6) containing specific amino acid
substitutions swapping the human DLL4 amino acids for the corresponding murine amind
écids. These fusion proteins were screened for binding to 21M18 by ELISA. Several
positions were identified as important for 21M18 binding as shown (Fig. 3D). 21M18
displays impaired binding to DLL4 protein fragments with substitutions at amino acids 68,
69, and 71 (replacement of valine, valine, and proline) or at amino acids'142 and 144
(replacement of lysine and _alanine); In contrast a distinct antibody 21M21 binds to an
epitope contained within the DSL region (Fig. 3E), but this antibody does not- impact DLL4
function as shown in Figure 6, demonstrating that binding to DSL does not predict a

functional antibody.

Chimeric Antibodies

[0188] After monoclonal antibodies that specifically recognize DLL4 are identified,
these antibodies are modified to overcome the human anti-mouse antibpdy (HAMA) immune
response when rodent antibodies are used as therapeutics agents. Incertain embodiments, the
variable regions of the heavy-chain and light-chain of the selected monoclonal antibody are
isolated by RT-PCR from hybridoma cells and ligated in-frame to human IgG; heavy-chain
and kappa light chain constant regions, respectively, in mammalian expression vectors.
Alternatively a human Ig expression vector such as TCAE 5.3 is used that contains the human
IgG, heavy-chain and kappa light-chain constant region genes on the same plasmid (Preston
et al., 1998, Infection & Immunity 66:4137-42). Expression vectors encoding chimeric
heavy- and light-chains are then co-transfected into Chinese hamster ovary (CHO) cells for
chimeric antibody production. Immunoreactivity and affinity of chimeric antibodies are

compared to parental murine antibodies by ELISA and FACS.
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Humanized Antibodies

[0189] In certain embodiments, humanized antibodies against DLL4 are generated.
The variable domains of the murine monoclonal antibody 21M18 were isolated and
sequenced from the hybridoma line using degenerate PCR essentially as described in Larrick,
J.M., et al., 1_989, Biochem. Biophys. Res. Comm. 160:. 1250 and Jones, S.T. & Bendig, M.M.,
1991, Bio/Technology 9: 88. Human heavy and light chaiq variable framework regions likely
to be structurally similar to the parental 21M18 antibody amino acid sequences are then
chosen as the human framework regions for humanization. To identify the candidate human
framework regions, the predicted protein éequences encoded by the Vy and Vi murine
variable domains of 21M18 are compared with human antibody sequences encoded by
expressed hurﬁan cDNA using BLAST searches for human sequence deposited in Genbank.
Using this method, expressed human cDNA sequences (e.g. genbank AY393019,
DC295533) are selected for further analysis in designing a heavy chain framework.

[0190] The amino acid differences between candidate humanized framework heavy
chains a;ld the parent murine monoclonal anfibody 21M18 heavy chain are evaluated for
likely importance, and a judgment made as to whether each difference in position contributes
to proper folding of the 21M18 antibody. This analysis is guided by examination of solved
crystal structures of other antibody fragments (e.g. the structure of fab 2E8 as descﬁBed in

Trakhanov et al, Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 1999, 55:122—28). Structures are

modeled using computer software including Jmol, quick PDB, and Pymol. Consideration is |

given to the potential impact of an amino acid at a given position on the packing of the B-
sheet framework, the interacti'on betwéen the heavy and light chain variable domains, the
degree of solvent exposure of the amino acid side chain, and the likelihood that an amino acid
would impact the positioning of the CDR loops. From this analysis, five candidate Vi chéins

fused in-frame to the human IgG2 constant region are chemically synthesized. The candidate
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heavy chains comprise: 1) of a functional human framework containing selected substitutions

within the synthetic framework region based on analysis of likely impact on 21M18 binding

- function and ii) the parental 21M18 murine antibody CDRs (SEQ ID NOs: 1, 2, and 5).

[0191] Similarly, amino acid differences between a selected human framework
IGK(V)4-1 light chain and the parent murine monoclonal antibody 21M18 light chain are
identified, and‘a judgment is then made as to whether each difference in position contributes
to proper folding of the 21M18 antibody. From this analysis, five candidate V| chains are
chemically synthesized. The first candidate light chain comprises: i) a fully IGK(V)4-1
human framework and ii) the parental 21M18 n"lurine antibody CDRs (SEQ ID NOs: 9, 10,
and 11). The four additional candidate light chains comprise: i) the IGK(V)4-1 humén R
framework region with an increasiné number of 21M18 murine residues refained in the
framework region and ii) the parental 21M18 murine antibody CDRs (SEQ ID NOs: 9, 10,
and 11).

[0192] The functionality of each candidate variant humanized heavy and light chain
is tested by cotransfection into mammalian cells. Each of tﬁe five candidate humanized
21M18 heavy chains described above is cotransfected with the murine 21M18 light chain
cDNA into HEK 293 cells, and conditioned media is assayed for DLL4 antigen binding
activity by ELISA. The 21M1 8 heavy chain variant exhibiting the most robust binding is
selected. This variant—*“21M18 H2”—contains, in addition to murine CDRs, substitutions at
6 framework positions within the Vh framework, Kabat positions 16, 20, 27, 28, 38, and 48
(Fig. 4A)v. The 21M18 H2 humanized heavy chain is then cotransfected with each of the five
candidate humanized light chains into HEK293 cells, and conditioned media is again assayed
for antigen binding by ELISA. A single light chain ?ariant is found to exhibit better binding
than the other candidates—*21M18 L2”—retaining murine residués at Kabat positions 22

and 36 (Fig. S).
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- [0193] Next, the isolated cysteine residue in CDR2 H2 (SEQ ID NO: 2) is altered.
Specifically, two heavy chain variants of H2 are synthesized with the cysteine residue at

Kabat position 52a modified to a serine (variant H7; SEQ ID NO: 3) or a valine (variant H9;

- SEQ ID NO: 4) residue. These heavy chains are cotransfected into HEK293 cells with L2,

and conditioned media again assayed. Both variants (21M18 H7L2 and 21M18 HO9L2)

demonéfrate specific antigen binding by ELISA. Thus 21M18 heavy chain CDR2 comprises
SEQ ID NO: 2, 3, or 4 in which the residue at Kabat position 52a comprises a cysteine,l
serine, or valine residue.

[Ol 94] In certain embodiments, humanized ‘;mtii)édies against DLL4 were
generated. The variable domains of the mﬁrine monoclonal antibody 21M18 were isolated
and sequenced from the hybridoma line using degenerate PCR essentially as described in
Larrick, J.M., et al., 1989, Biochem. Biophys. Res. Comm. 160: 1250 and Jones, ST &
Bendig, M.M., 1991, Bio/Technology 9: 88. Human heavy and light chain variable
framework regions most similar to the parental 21M18 antibody amino acid sequences were
then chosen as the human framework regions for hurﬁanizatioﬁ. To identify the most similar
human framework regions, the predicted protein sequences encoded by the Vy and V. murine

variable domains of 21M18 were compared with Ig variable domains encoded by the human

~ genome using BLAST searches for human genomic sequence deposited in Genbank. Using

this method, IGH(V)1-18 was chosen as the human heavy chain framework region and
IGK(V)4-1 was chosen as the human light chain frame.work'region.

[0195] The amino acid differences between thé selected human framework
IGH(V)1-18 heavy chain and the parent murine monoclonal antibody 21M18 heavy chain
were identified, and a judgment was then made as to whether each difference in position
contributed to proi)er folding of the 21M18 antibody. This analysis was guided by

examination of solved crystal structures of other antibody fragments (e.g. the structure of fab
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2E8 as described in Trakhanov et al, Acta Crystallogr D Biol Crystallogf, 1999, 55:122-28).

Struétures were modeled using computer software including Jmol, quick PDB, and Pymol.

. Consideration was given to the potential impact of an amino acid at a given position on the

backing of the B-sheet framework, the interaction between the heavy and light chain variable
domains, the degree of solvent exposﬁre of the amino acid side chain, and the likelihood that
an amino acid would fmpact the positioning of the CDR loops. From this analysis, ﬁve
candidate Vg ch;ains fused in-frame to the hmm IgG2 constant region were chemically
synthesized. Thé first candidate heavy chain comprised: i) a fully IGH(V)1-18 human
framework and ii) the parental 21M18 murine antibody CDRs (SEQ ID NOs: 1, 2, and 5)7
The four additional candidate heavy chains comprised: i) the IGH(V)1-18 human framework
region with an increasing number of 21M18 murine residues retained in the framework
region and ii) the parental 21M18 murine antibody CDRs (SEQ ID NOs: 1, 2,. and 5).

[0196] Simiiar]y, amino acid differences between the selected hum‘an framework
IGK(V)4-1 light chain and the pafent murine monoclonal antibody 21M18 light chain were
identified, and a judgment was then made as to whether each diffe;ence in position
contributed to proper folding of the 21M18 antibody. From this analysis, five candidate Vy_
chains were cherﬁically synthesized. The first candidate light chain comprised: i) a fully
IGK(V)4-1 human framework and ii) the parental 21M18 murine antibody CDRs (SEQ D
NOs: 9, 10, and 11). The four additional candidate light chains comprised: i) the IGK(V)4-1
human framework region with an increasing number of 21M18 murine residues retained in
the framework region and ii) the parental 21M18 murine antibody CDRs (SEQ ID NOs: 9,
10, and 11).

[Ql 97] The functionality of each candidate variant humanized heavy and light chain
was tested by cotransfe;:tion into mammalian cells. Each of the five candidate humanized .

21M18 heavy chains described above was cotransfected with the murine 21M18 light chain
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c¢DNA into HEK 293 cells, and conditioned media was then assayed for DLL4 antigen
binding activity by ELISA. The 21M18 heavy chain variant exhibiting the most robust
binding was selected. This variant—*“21M18 H2”—contained, in additional to murine CDRs,
murine residues at five framework positions, Kabat positions 20, 28, 38, 48, and 69 (Fig. 4).
The 21M18 H2 humanized heavy cﬁain was then cotransfected with each of the five
candidate humanized light chains into ﬁEK293 cells, and éonditi‘oned media was again
assayed for antigen binding by ELISA. A single light chain variant was found to exhibit

3

better binding than the other candidates—*“21M18 L2”—retaining murine residues at Kabat
positions 22 and 36 (Fig. 5). | o

[0198] Next, the isolated cysteine residue in CDR2 H2 (SEQ ID NO: 2) was altered.
Specifically, two heavy chain variants of H2 were synthesize(i with the cysteine residue at |
Kabat position 52a ’modified to a serine (variant H7; SEQ ID NO: 3) or a valine (variant H9;
SEQ ID NO: 4)‘ residue. These heavy chains were cotransfected into HEK293 cells with L2,
and conditioned inedia was again assayed. Both variants (21M18 H7L2 and 21M18 H9L.2)
demonstrated specific antigen binding by ELISA. Thus 21M18 heavy chain CDR2
comprises SEQ ID NO: 2, 3, or 4 in which the residue at Kabat position 52a comprises a
cysteine, serine, or valine residue.

[0199] The humanized 21M18 antibodies were then fﬁrther characterized.
Specifically, the binding affinity of humanized 21M18 antibodies ’purified by protein A
chromatography was determined using Biacore. Afﬁnity was determined to be
approximately 0.33 nM for 21M18 variant H2L2.

tOZOO] 'The humanized 21M18 antibodies were deposited with ATCC (21M18

HO9L2, ATCC deposit no. PTA-8427 and 21M18 H7L.2, ATCC deposit no. PTA-8425,

deposited May 10, 2007).
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Human Antibodies

[0201] In some embodiments, human ah"tibodies that specifically recognize the
extracellular domain of DLL4 are isolated using ‘phage display technology. A synthetic
antibody library containing human antibody variable domains is screened fox; specific and
high affinity recognition of the DLL4 antigen described above. CDR. cassettes in the library
are specifically exchanged via unique flanking restriction sites for antibody opiimization.
Optimized human variable regions are then cloned into an Ig expression vector containing
human IgG, heavy-chain and kappa light-chain for expression of human antibodies in

mammalian CHO cells.

Example 2: In Vitro Assays to Evaluate Antibodies against DLL4

[0202] This example describes representative in vitro assays to test the activity of
antibodies generated against DLL4 on cell proliferation, Notch pathway activation, and

cytotoxicity.

Proliferation Assay

[0203] The expression of DLL4 by different cancer cell lines is quantified using
Taqman analysis. Cell lines identified as expressing DLL4 are plated at a density of 10* céll
per well in 96-well tissue culture microplates and allowed to spread for 24 hours.
Subsequently cells are cultured for an additional 12 houfs in fresh DMEM with 2% FCS at
which point anti-DLIL4 antibodies versus control antibodies are added to the culture medium
in the presence of 10 pmol/L BrdU. Following BrdU labeling, the culture media is removed,
and the cells fixed at room temperature for 30 minutes in ethanol and reacted for 90 minutes
with peroxidase-conjugated monoclonal anti-BrdU antibody (clone BMG 6H8, Fab
fragments). The substrate is developed in a solution containing tetramethylbenzidine an.d'

stopped after 15 minutes with 25 pl‘of 1 moVL H;SOs4. The color reaction is measured with
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an automatic ELISA plate reader using a 450 nm filter (UV Microplate Reader; Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA). All experiments are performed in triplicate. The ability of
anti-DLL4 antibodies to inhibit cell proliferation compared to control antibodies is

determined.

Pathway Activation Assay

[0204] In certain embodiments, the ability of antibodies against DLL4 to block
activation of the Notch signaling pathway is determine& in vitro. HeLa cells cultured in
DMEI;/I supplemented with antibiotics and 10% FCS were cc‘)rtransfected with 1) Hesl-Luc
reporter vector containing the Hes! promoter upstream of a firefly luci'ferése reporter gene to
measure Notch signaling levels (Jarriault et al., 1995, Nature 377:355-8) in response to DLL4
ligand and 2) a Renilla luciferase reporter (Promega; Madison, WI) as an internal control for
transfection efficiency. Transfected cells were then added to cultures plates coated overnight
with 10 ug/ml DLL4-Fc protein. Antibodies to DLL4 were then added to the cell culfcure
medium. Forty-eight hours following transfection, luciferase levels were measured using a
dual luciferase assay kit (Promega; Madison,»WI) with firefly luciferase activity normalized
to Renilla luciferase activity. The ability of antibodies to inhibit DLL4 induced Notch
pathway activation was thus determined. Inhibition of DLL4 activafion of thch pathway
activation was observed with anti-DLIL4 murine antibodies 21M14 and 21M18 (Fig. 6). In

contrast, anti-DLL4 antibody 21M21 did not inhibit Notch binding (Fig. 6) despite binding to

-the DSL domain of DLL4 (Fig. 3E).

[0205] In certain embodiments, the ability of anti-DLL4 antibodies to modulate

downstream gene activation was determined. C8 colon tumor cells from animals treated with

murine 21M18 antibodies (described in detail below) were isolated and expression of Notch

pathway genes HES1 and ATOH-1 was determined by RT-PCR. Total RNA from tumor

tissue was isolated with RNeasy Fibrous Tissue kit (Qiagen, Valencia, CA) according to
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manufacturer’s instructions. The quantity of RNA samples was determined by the ratio of
260nm/280 nm. The integrity of RNA was determined by running an aliquot of the RNA
sample on a denaturing agarose gel stained with ethidium bromide (EtBr). The ratio of 285 to
18s rRNA on the gel was visualized using a FluorChem camera delivered with the AphaEas;
FC software. RNA samples were eluted in RNase-free water and stored at -80°C. The real-
time RT-PCR was done with a dual-fluorescent nonextendable probe containing 3’-TAMRA
FAM (6-carboxyfluorescein) reporter dye and a 3’-TAMRA (6-carboxy-
tetramethylrhodamine). One hundred micrograms of total RNA was used for real-time PCR
in a final volurﬁe of 25 uL containing reverse transcriptase, 1X Tagman buffer (Appiied
Biosystems, Foster City, CA) and the primer/probe mixture. Reactions were carried out in an
ABI 7900 HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, »Foster City, CA): 30 min at
48°C, 10 min at 95°C and 40 cycles of 15 sec at 95°C and 1min at 60°C. The results were
analyzed using the SDS2.3 software (Applied Biosystems). All primer and probe sets were
obtained from Applied Biosystems (Foster City, CA). The level of expression of target genes-
were normalized to the expression level of the house keeping géne Gus B and expressed as
relative quantity. Treatment with anti-DLL4 murine 21M18 aﬁtibodies reduced expression
of HES1 and increased expression of ATOH-1 as compared tc; control treated tumors (Fig.
7A). |

f0206] In some embodiments, mouse lineage-depleted OMP-C11 tumor cell

colonies were established using culture conditions known to maintain tumorigenic cells in

_vitro. These tumor cell colonies were overlaid with 3T3 cells without (3T3) or including

human DLL4 (DLL4) overexpressed on the cell surface in the presence or absence of 10
pg/mL murine 21M18 or 5 pM gamma-secretase inhibitor (GSI; i.e. DBZ). A no overlay

control was also included. While 3T3-DLL4 cells induced HES1 and suppressed ATOH 1
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gene expression (shown as ratio of HES1:ATOH1), either 21M18 or GSI alone inhibited

DLL4-induced Notch target gene changes.

Complement-dependent Cytotoxicity Assgy

[0207] In certain embodiments, cancer cell lines expressing DLLA4 or cancer stem
cells isolated from a patient sample passaged as a xenograft in immunocompromised mice (as
described in detail below) are used to meésure complement dependent cytotoxicity (CDC)
mediated i)y an antibody against DLL4. Cells are suspended in 200 pl RPMI 1640 cuiture
medium supplerne‘nted with antibiotics émd 5% FBS at 10° cells/ml. Susl')ended cells are then
mixed with 200 pul serum or heat-inactivated serum with antibodies against DLLA4 or control
antibodies in triplicate. Cell mixtures are incubated for 1 to 4 hours at 37°C in 5% CO..
Treated cells are then collected, r'esuspended in 100 pl FITC-labeled annexin V diluted in
culture medium and incubated at room tempe'rature for 10 minutes. One hundred microliters
of a propidium iodide solution (25 pg/ml) diluted in HBSS is added and incubated for 5
minutes at room temperature. Cells are collected, resuspended in culture medium and |
analyzed by flow cytometry. Flow cytometry of FITC stained cells provides total cell counts,
and propidium iodide uptake by dead cells as a percentage of total cell numbers is used to
measure cell death in the ﬁresenée of serum and antibodies against DLLL4 compared to heat-
inactivated serum and control antibodies. The abilify of anti-DLL4 antibodies to mediated

complement-dependent cytotoxicity is thus determined.

Antibody-dependent Cellular Cytotoxicity Assay

[0208] In certain embodiments, cancer cell lines expressing DLL4 or cancer stem
cells isolated from a patients sample passéged as a xenograft in immunocompromised miée _
(as descriBed in detail below) are used to measure antibody dependent cellular cytotoxicity
(ADCC) mediated by an antibody against DLL4. Cells are suspended in 20l0 'ul phenol red-

free RPMI 1640 culture medium supplemented with antibiotics and 5% FBS at 10° cells/ml.
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Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) are isolated from heparinized peripheral blood
by Ficoll-Paque density gradient centrifugation for use as effector cells. Target cells (T) are
then mixed with PBMC effector cells (E) at E/T ratios of 25:1, -10:1, and 5:1 in 96-well plates
in the presence of at least one DLL4 antibody or a control antibody. Controls include
incubation of targef cells alone and effector cells alone in the presence of antibody. Cell

mixtures are incubated for 1 to 6 hours at 37°C in 5% CO,. Released lactate dehydrogenase

(LDH), a stable cytosolic enzyme released upon cell lysis, is then measured by a colorimetric

assay (CytoTox96 Non-radioactive Cytotoxicity Assdy; Promega; Madison, WI).

Absorbance data at 490 nm are collecteci wi_th a standard 96-well plate reader and backgrqund
corrected. The percentage of specific cytotoxicity is calculated according to the formula: %
cytotoxicity = 100 x (experimental LDH release — effector spoﬁtaneoﬁs LDH release — target
spontaneous LDH release) / (target maximal LDH release — target spontaneous LDH release).
The ability of antibodies against DLL4 to mediated antibody dependent cellular cytotoxicity

is thus determined.

Example 3: In Vivo Prevention of Tumor Growth Using Anti-DLI.4 Antibodies

[0209] This example describes the use of anti-DLL4 antibodies to prevent tumor
growth in a xenograft model. In certain embodiments, tumor cells from a patient sample
(solid tumor biopsy or pleural effusion) that have been passaged as a xenograft in mice are
prepared for repassaging into experimental animals. Tumor tissue is rémoved under sterilé
conditions, cut up into small pieces, minced completely using sterile blades, and single cell
suspensions obtained by enzymétié digestion and mechanical disruption. Specifically, pleural
effusion cells or the resulting tumor pieces are mixed with ultra-pure collagenase I1I in
culture medium (200-250 units of collagenase per mL) and incubated at 37°C for 1-4 hours
with pipetting up and down through a 10-mL pipette every 15~20 minutes. Digestedi cells are
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filtered through a 40 pM nylon mesh, washed with Hank’s buffered saiine solution (HBSS)
containing 2% heat-inactivated calf serum (HICS) and 25mM HEPES (pH 7.4). Dissociated
tumor cells are then injected ‘subcutaneou,sly into the mammary fat pads of NOD/SCID mice
to elicit tumor growth. |

[02‘1 0] In certain embodiments, dissociated tumor cells are first sorted into
tumorigenic and non-tumorigenic cells baséd on cell surface markers before injection into
experimental animals. Specifically, tumor cells dissociated as described above are washed
twice with Hepes buffered saline solution (HBSS) containing 2% heat-inactivated calf sefum
(HICS) and resuspended at 10° cellé per 100 plv. Antibodies are added and the cells incubated
for 20 minutes on ice followed by two washes with HBSS/2% HICS. Antibodies include.
anti-ESA (Miltenyi Biotec, Aubum, CA), anti-CD44, anti-CD24, and Li_neage markers anti-
CD2, -CD3, -CD10, -CD16, -CD18, -CD31, -CD64, and -CD140b (collectively referred to as
Lin; BI? Biosciences, San Jose, CA). Antibodies are directly conjugated to fluorochromes to
positively or negatively select cells expressing these markers. Mouse cells are eliminated by
selecting against H2Kd+ aﬁd murine CD45+ cells, and dead cells are eliminated by uéing the
viability dye DAPL Flow cytometry is performed on a FACSAria (BD Biosciences, San
Jose, CA). Side scatter and forward scatter profiles are used to»_eliminate cell clumps.
Isolated ESA+, CD44+, CD24-/low, Lin- tumorigenic cells are then injected subcutaneously
into NOD/SCID mice to elicit tumor growth. | |

[021 1] In certain embodiments, anti-DLL4 antibodies were analyzed for their ability
to reduce the growth qf UM-C4 colon tumor cells. Dissociated UM-C4 cells (10,000 per
animalj were injected subcutaneously into the right flank region of 6-8 week old NOD/SCID
mice. The day after tumor cell injection, animals were injécted intraperitoneél @i.p.) With,.IO
mg/kg murine 21M18 anti-DLL4 antibodies (n=5) or PBS (n=10) two times per week for the

duration of the experiment. Tumor growth was monitored weekly until growth was detected,
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after which point tumor growth was measured twice weekly for a total of 8 weeks. Treatment
with 21M 18 antibody reduced tumor growth by 54% compared to PBS injected controls (Fig.
8).

[0212] The ability of anti-DLIL4 antibodies to affect proliferation in vivo was then
détermined. C8 colon tumors from animals treated with murine 21M18 antibodies or control |
antibodies were isolated and expression of Ki67, a marker of cell prolifefation, determined by
immunocytochemistry. Specifically, formalin-fixed, paraffin-embedded tumors were cut into.
4-um thick sections. Sections were deparaffinized in xylene and rehydrated in distilled water.
Immunohistochemistry was performed according to étandard methods. Briéﬂy, sections were

immersed in citrate buffer (pH 6) in a water bath for 20 minutes in the Decoking chamber to

-retrieve antigens. The slides were cooled for about 45 minutes and rinsed in PBS. Sections

were incubated with hydrogen ﬁeroxide (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) for 10 minutes at
room temperature to remove endogenous peroxidase prior to addition of priméry antibody. -
The rabbit anti-human Ki67 (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) at 1:50 dilution in
horse dilution buffer (1% NHS, 1% BSA, 0.1% Tx~100, 0.05% NaN3 in PBS) was added to
each section and incubated for 1 hour or overnight at 4°C. Slides were rinsed 3 times in
washing buffer (Gelatine 10%, Tx-100 10%, in PBS) for 5 minutes each. The anti-rabbit
secondary antibody conjugated with HRP solution (Immpress anti-Rabbit pre-diluted, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA) was added to the slides and incubated for 30 minutes.
After extensive wash with washing buffer, Vector Nova Red tVector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA) was added. The slides were rinsed with water, counterstained with
hematoxilin and mounted with permanent mounting medium (Vectamount, Vector
Laborafories Inc., Burlingame, CA). Treatment with anti-DLL4 murine 21M18 antibodies

reduced the number of cells expressing Ki67 as compared to control treated tumors (Fig. 9).
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Example 4: In Vivo Prevention and Treatment of Tumor Growth Using Anti-DLL4
Antibodies in Combination Therapy

DLL-4 Antibodies in Combination with Fluorouracil

_ [0213] In certain embodiments, anti-DLL4 antibodies were analyzed in combination
with chemotherapy for the ability to reduce growth of UM-C4 colon tumor cells ir vivo.
Dissociated UM-C4 cells (10,000 per animal) were injected subcutaneously into the right
flank region of 6-8 week old NOD/SCID mice. The day after tﬁmor cell injection, animals
were injected intraperitoneal (i.p.) with 10 mg/kg murine 21M18 anti-DLL4 antibodies or
PBS t&vo times per week for the duration of the experiment ;vith or wiihc_)ut concurrent
treatment with the anti-metabolite chemotherapy agent fluorouracil (5-FU) administered one
time per week. Tumor growth was monitored weekly until growth was detected, after thch
point tumor growth was measured twice weekly for a total of 8 weeks. Treatfnent with anti-
DLL4 murine 21M18 antibodies in combination with 5-FU reduced tumor gfowth to a greater
degree than either treatment alone (Fig. 10).

DLL-4 Antib;)dies in Combination with EGFR or VEGF Antibodies

[0214] In certain embodiments, anti-DLL4 antibodies were tested in corpbination
With anti-EGF receptor (EGFR) antibodies for the ability to affect tumor take frequency in
vivo. Dissociéted UM-C4 cells (10,000 lper animal) were injected subcutaneously into the
right flank region of 6-8 week old NOD/SCID mice. The day after tumor cell injection,
animals (n=10) were injected intraperitoneal (i.p.) with 10 mg/kg murine 21M18 anti-DLL4
antibodies, anti-EGFR antibodies, a combination of anti-DLIL4 and anti-EGFR antibodies, or
PBS. Tumors were detected in all animals treated with anti-DLL4 6r anti-EGFR .antibodies
and 9 dut of 10 control animals. In céntrast, only 2 out of 10 animals treated with a
combination of anti -DLL4 and anti-EGFR antibodies had detectable tumors several weeks

after treatment (Fig. 11). Furthermore, treatment with anti-DLL4 murine 21M18 antibodies
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in combination with anti-EGFR antibodies reduced the frequency of tumorigenesis versus

either treatment alone (Fig. 11).

[0215] In certain embodiments, anti-DLL4 antibodies were tested in combination
with anti-EGF receptor (EGFR) antibodies for the ability to aft;ectltUmor take frequency in
vivo. C17 tumor cells were implanted in mice (n=10 per group) and treatment was initiated
two day later with either control antibody, murine 21M18, anti-VEGF antibodies, or the
combination of both antibodies. Each antibody was dosed at 10 mg/kg, given twice a week.
Both 21M18 and anti-VEGF reduced tumor growth, and the combination was more effective
than either antibody alone (Fig. 18).

DLL-4 Antibodies in Combination with Irinotecan

[0216] In certain embodiments, anti-DLL4 antibodies were tested in combination
with the chemotherapeutic Irinotecan. In some embodiments, dissociated OMP-C8 tumor
cells (10,000 per animal) were injected subcutaneously into the right flank region of 6-8 week
old NOD/SCID mice. The day after tumor cell injection, animals were injected
intraperitoneal (i.p.) with 10 mg/kg murine 21M18 anti-DLL4 ant’ibodies or control antibody
two times per week for the duration of the experiment with or without concurrent treatment
with the chemotherapy agent Irinotecan administered one time per week at a dosage of 7.5
mg/kg. Tumor growth was monitoted weekly until growth was detected, after which point
tumor growth was meésured twice Weekly. Treatment with anti-DLL4 21M18 antibodies in
combination with Irinotecan reduced tumor growth to a greater degree than either treatment
alone (Fig. 12A). And, while tumor growth continued or accelerated in most animals after
cessation of weekly treatment with 7.5 mg/kg Irinotecan alone, the combination of 10 mg/kg,
twice per week, anti-DLL4 21M18 and 7.5 mg/kg weekly Irinotecan prevented further colon

tumor growth after treatment cessation on day 56 for over five weeks (Fig. 13).
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[0217] In certain embodiments, humanized H7L2 21M18 anti-DLL4 antibodies
were tested in combination with Irinotecan. In some embodiments, dissociated C8 tumor
cells (10,000 per animal) were injected subcutaneously into the right flank region of 6-8 week
old NOD/SCID mice. The day after tumor cell injection, animals were injected
intraperitoneal .(i.p.) With 10 mg/kg humanized 21M18 anti-DLL4 antibodies, murihe 2 IMIS
antibodies, or control antibodies two times per week for the duration of the experiment with
or without concurrent treatment with the chemotherapy agént Irinotecan administered one
time per week at a dosage of 7.5 mg/kg. Tumor growth was monitored weekly until growth
was detected, aftér which point tumor growth was measured twice weekly. Treatment with
humanized anti-DLL4 21M18 antibodies in combination wit}; Iriﬁotecan showed similar
efficacy against tumor growth as murine 21M18 (Fig. 12B).

[0218] In some embodiments, combination anti-DLL4 murine 21M18 and
Irinotec:an treatment was used to treat established colon tumors. Dissociated C8 cells
(10,000 per animal) were injected subcutaneously into the right flank region of 6-8 week ;)ld
NOD/SCID mice. When the injected cells produced tumors of approximately 60 mm®,
treatment was commenced. Animals were injected intraperitoneal (i.p.) with 10 mg/kg
murine 21M18 anti-DLL4 antibodies or a contro] two times per week for the duration of the
experiment with or without concurrent treatment with the chemotherapy agent Irinotecan
administered one time per week at a dosage of 7.5 mg/kg. Treatment with anti-DLL4 murine
21M18 antibodies in combination with Irinotecan reduced the growth of established colon
tumors fo a greater degree than either treatment alone (Fig. 14).

[0219] In some embodiments, combination therapy followed by antibody treatment

delayed tumor recurrence. Dissociated C8 cells (10,000 per animal) were injected

| subcutaneously into the right flank region of 6-8 week old NOD/SCID mice. When the

injected cells produced tumors of approximately 150 mm?, treatment was commenced.
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Animals were administered intraperitoneal (i.p.) 10 mg/kg murine 21M18 anti-DLL4 or
control antibodies two times per week in comb_ination with hiﬁptecan at 7.5 mg/kg once
weekly for a total of 32 days. Combination treatment was then discontinued and antibc;dies
were treated with DLL4 21M18 or control antibodies for the remainder of the experiment.
Treatment with anti-DLL4 21M18 antibodies following combination therapy significantly -
delayed the recurrence of tumor growth cémpared to control treated animals (Fig. 16).
Individlial tumor volume is also shown at 47 days after termination of Irinotecan treatment
(Fig. 1').
DLL-4 Antibody Reduction of Cancer Stem Cell Frequency is Enhanced by Irinotecan
[0220] In certain embodiments, the ability of anti-DLL4 21M18 antibodies alone or
in combination with Irinotecan to reduce the frequency of cancer stem cells was determined
using a limiting dilution analysis. C8 colon tumors from mice treated with either control or
DLL4 murine 21M18 antibodies, Irinotécan, or DLL4 murine 21M18 antibodies in
combination with Irinotecan as described above were isolated after 38 days of treatment.
Isolated tumors (n=3 per experimental group) were processed as described below. Tumors
were removed, and minced with a sterile razor blade. To obtain single cell suspensions, a
digestion solution containing Collagenase/Hyaluronidase:Dispase (1:1:8 of 10X) in MEBM
medium (Cambrex, East Rutherford, NJ) with a 1:100 dilution of DNAsel (Worthington,
Lakewood, NJ) was mixed with the tumor s;uspension and incubated for 1 hour at 37°C. Cells
were centrifuged and resuspended in 1ml of ACK medium (0.15M NH4C1, 10mM KHCO;,
0.1mM Na;EDTA in distilled water) on ice for 2 minutes to remove red blood cells. Cells
wer?e centrifuged and resuspended at a concentration of 1x10’ cells/ml in FACS buffer and
then incubated with biotinylated mouse antibodies (afmouse CD45-biotin 1:200 dilution and
rat a-mouse HyKd-biotin 1:100 dilution, BioLegend, San Diego, CA) on ice for 30 minutes

followed by addition of strepavadin magnetic beads (Invitrogen, Carlsbad, CA) to remove
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diluted to the desired concentration for further use. Serial dilutions of human cells were then

mouse cells. The remaining human cells in the suspension were collected, counted and

re-injected into immuno-compromised mice. Specifically, mice were injected with 900,7 300,
100, or 50 isolated human tumor cells in the right flank region (n=10 per group). Tumor
volume Was assessed twice per week. |

[0221] Upon termination of the study on day 81, the percentage of mice with

detectable tumors was decreased in all groups injected with DLL4 21M18 antibody treated

tumor cells ahd even further decreased in DLL4 21M18-Irinotecan treated tumor cells

compared to those treated with either control or Irinotecan alone (Fig. iSA). Using thesé-
tumor generation frequencies, the stem cell frequency was calculated using Poisson statistics
provided by L-Calc™ software (downloadable from
http_://www.stemcell.conﬂéearch/default.asp_). Briefly, based on Poisson distribution
statistics, exactly one stem cell exists among the known number of injc;cted cells if 37% of
the animals fail to develop tumors. Treatment of tumors with Irinotecan alone increased the
number of cancer stem cells from 1:93 in control freated tumors to 1:82. In contrast, anti-f
DLL4 antibodies reduced the cancer stem cell frequency from 1:93 in control treated tumors -
to 1:238 in DLL4 antibody treated tumors and to 1:573 in combination DLL4 21M18-

Irinotecan treated tumor cells (Fig. 15B).

Example 5: In Vivo Treatment of Tumors Using Anti-DLLL4 Antibodies

[0222] This example describes the use of humanized anti-DLL4 21M18 antibodies
to treat cancer in a xenograft model. In certain embodiments, tumor cells from a patient
sample (solid fumor biopsy or pléural effusion) that have been passaged as a xenograft in
mice are prepared for repassaging into experimental animé.ls. Tumor tissue is removed, cut

up into small pieces, minced completely using sterile blades, and single cell suspensions
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obtained by enzymatic digestion and mechanical disruption. Dissociated tumor cells are then

injected subcutaneously either into the mammary fat pads, for breast tumors, or into the flank,
for non-breast tumors, of NOD/SCID mice to elicit tumor growth. Alternatively, ESA+,
CD44+, CD24-/low, Lin- tumori genic tumor cells are isolated as described in detail above
and ipjected. |

[0223] Following tumor cell injection, animals are monitored for tumor growth.
Once tumors reach an average size of approximately 100 mm?, antibody treatment begins.
Each animal receives 100 pg DLL4 21M18 humanized antibodies or control antibodies i.p.
two to five times per week for a total of 6 weeks. Tumor size is assessed twice a week duﬁng
these 6 weeks. The ability of DLL4 humanized antibodies to prevent further tumor growth or
to reduce tumor size compared to control antiquies is thus determined.

[0224] At the end point of antibody treatment, tumors are harvested for further
analysis. In some embodiments a portion of the tumor is analyzed by immunofluorescence to
assess antibody penetration into the turhor and tumor response. A portion of each harvested
tumor from anti-DLL4 treated and control antibody treated mice is fresh-frozen in liquid
nitrogen, embedded in O.C.T., and cut on a cryostat as 10. pm sections onto glass slides. In .
some embodiments, a portion of each tumor is formalin-fixed, paraffin-embedded, and cut on
a microtome as 10 pm section onto glass slides. Sections are post-fixed and incubated wiih
chromophore labeled antibodies that specifically recognize injected antibodies to detect anti-
DLL4 receptor or control antibodies present in the tumor biopsy. Furthermore antibodies that
detect different tumor and tumor-recruited cell types such as, for example, anti-VE cadherin
(CD144) or anti-PECAM-1 (CD31) antibodies to detect vascular endothelial cells, anti-
smootﬁ(muscle alpha-actin antibodies to detect vascular smooth muscle cells, anti-Ki67
antibodies to detect proliferating cells, TUNEL assays to detect dying cells, anti-intracellular

domain (ICD) Notch fragment antibodies to detect Notch signaling can be used to assess the
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effects of antibody treatment on, for example, angiogenesis, tumor growth and tumor
morphology.

[0225] In certain embodiments, the effect of anti-bLL4 humanized antibody
treatment on tumor cell gene expression is also assessed. Total RNA is extracted from a
portioﬁ of each harvested tumor from DLIL4 antibody treated and control antibody treated
mice and us.ed for quantitative RT-PCR. Expression levels of DLLA4, Notch receptors, ‘.
components of the Notch signaling pathway, as well as addition cancer stem cell markers
previously identified (e.g’ CD44) are analyzed relative to the house-keeping gene GAPDH as
an internal control. Changes in tumor cell lgene expression upon DLL4 antibody treatment
are thus determined. |

[0226] In addition, the effecﬁ of anti-DLL4 aﬁtibody treatment on the presence of
cancer stem cells in a tumor is assessed. Tumor samples from DLL4 ;/ersus control antibody
treated mice are cut up into small pieces, minced completely using sterile blades, and single
cell suspensions cobtained by enzymatic digestion and mechanical disruption. Dissociated
tumor cells are then analyzed by FACS analysis for the presence of tumorigenic cancer stem
cells based on ESA+, CD44+, CD24-/low, Lin- surface cell marker expression as described in
detail above.

'[0227] The tumorigenicity of cells isolated based on ESA+, CD44+, CD24-/low,
Lin- expression following anti-DLL4 antibody treatment can then assessed. ESA+, CD44+,
CD24-/low, Lin- cancer stem cells isolated from DLL4 antibody treated versus control
antibody treated mice are re-injected subcutaneously into the mammary fat pads of
NOD/SCID mice. The tumorigenicity of cancer stem cells based on the number of injected

cells required for consistent tumor formation is then determined.

Example 6: Treatment of Human Cancer Using Humanized Anti-DLL4 Antibodies
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[0228] This example describes methods for treating cancer using humanized
ahtibodies against DLLA4 to target tumors comprising cancer stem cells and/or tumor cells in
which Notch receptor or Notch receptor ligand expression has been detected. The presence
of cancer stem cell marker expression can ﬁfst bev determined from a tumor bippsy. Tumor
cells from a biopsy from a patient diagnosed with cancer are removed under sterile
conditions; In some embodiments the tissue biopsy is fresh-frozen in liquid nitrogen,
embedded in O.C.T., and cut on a cryostat as 10 um sections onto glass slides. In some
embodiments, the tissue biopsy is formalin-fixed, paraffin-embedded, and cut on a microtome
as 10 pm section onto glass slides. Sections are iﬁcubated with antibodies against DLLA4 to
detect protein expression. |

[0229] The presence of cancer stem cells can also be determined. Tissue biopsy
samples are cut up into small pieces, minced completely using sterile blades, and cells subject
to enzymatic digestion and mechanical disruption to obtain a single cell suspension.
Dissociated tumor cells are then incubafed with anti-ESA, -CD44, -CD24, —Lin, and —-DLL4
antibodies to detect cancer stem cells, and the presence of ESA+, CD44+, CD24-/low, Lin-,
DLL4+ tumor stem cells is determined by flow cytometry as described in detail above.

[0230] Cancer patients whose tumors are diagnosed as expressing a Notéh receptor
or Notch receptor ligand are treated with humanized anti-DLL4 antibodies. In certain
embodiments, humanized anti-DLL4 antibodies generated as described above are purified

and formulated with a suitable pharmaceutical vehicle for injection. In some embodiments,

_ patients are treated with the DLL4 antibodies at least once a month for at least 10 weeks. In

some embodiments, patients are treated with the DLL4 antibodies at least once a week for at
least about 14 weeks. Each administration of the antibody should be a pharmaceutically
effective dose. In some embodiments, between about 2 to about 100 mg/ml of an anti-DLL4

antibody is administered. In some embodiments, between about 5 to about 40 mg/ml of an
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“anti-DLL4 antibody is administered. The antibody can be administered prior to, concurrently

with, or after standard radiotherapy regimens or chemotherapy regimens using one or more

chemotherapeutic agent, such as oxaliplatin, fluorouracil, leucovorin, or streptozocin.

Patients are monitored to determine whether such treatment has resulted in an anti-tumor

response, for example, based on tumor regression, reduction .in the incidences of new tumors,
lower tumor anti gén expression, decreased numbers of cancer stem cells, or other means of
evaluating disease progndsis. '

[0231] Other embodiments of the invention will be apparent to those skilled in the
art from consideration of the specification and practice of the invention disclosed herein. It is
intehded that the specification and examples be considered as exemplary only, with a true
scope and spirit of the invention being indicated by the following _ciairns. All publications,
patents and patent applications cited herein are incorporated by reference in their entirety into

the disclosure.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

An isolated antibody that specifically binds to a human DLL4 epitope comprising amino
acids within human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO: 27), wherein the antibody
affects growth of a tumor comprising cancer stem cells.

The isolated antibody of claim 1, wherein the human DLL4 epitope is formed by a
combination of the human DLL4 N-terminal reglon (SEQ ID NO: 27) and human DLL4
DSL (SEQ ID NO: 26).

. The isolated antibody of claim 1, wherein the human DLL4 epitope further comprfses

amino acids within human DLL4 DSL (SEQ ID NO: 26).

The isolated antibody of claim 2, wherein the human DLL4 epitope comprises amino
acids'66-73 (QAVVSPGP) of the human DLL4 N-terminal region.

The isolated antibody of claim 4, wherein the human DLL4 epitope comprises amino
acids V68, V69, and P71 of the human DLL4 N-terminal region.

The isolated antibody of claim 2, whereln the human DLL4 epitope comprises amino
acids 139-146 (LISKIAIQ) of the human DLL4 N-terminal region.

The isolated antibody of claim 6, wherein the human DLL4 epitope comprises amino
acids K142 and A144 of the human DLL4 N-terminal region.

The isolated antibody of claim 2, wherein the human DLL4 epitope comprises amino
acids 66-73 (QAVVSPGP) and 139-146 (LISKIAIQ) of the human DLL4 N-terminal
region.

The isolated antibody of claim 8, wherein the human DLL4 epitope comprises amino
acids V68, V69, P71, K142, and K144 of the human DLL4 therminal region.

The isolated antibody of any of the proceeding claims, wherein the affect is a reduction in
tumor volume.

The antibody of any of claims 1 to 9, wherein the antibody is a'monoclonal antibody.
The‘antibody of any of claims 1 to 9, wherein the antibody is a chimeric antibody.

The antibody of ény of claims 1 to 9, wherein the antibody is a humanized antibody. -
The antibody of any of claims 1 to 9, wherein the antibody is a human antibody.

The humanized antibody of ciaim 13, which is an IgG antibody.

The humanized antibody of claim of claim 15, wherein the IgG is IgG..

The humanized antibody of claim 13, which is an antibody fragment.

The humanized antibody of claim 17, wherein the antibody fragment is a Fab fragment.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

The isolated antibody of any of claims 1 to 9 comprising:
i.  aheavy chain variable region comprising CDR amino acid sequences CDR1 (SEQ
ID NO: 1); CDR2 (SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, or SEQ ID NO: 4); and CDR3
(SEQ ID NO: 5); and ,
ii.  a light chain variable region comprising CDR amino acid sequences CDR1 (SEQ
ID NO: 9); CDR2 (SEQ ID NO: 10); and CDR3 (SEQ ID NO: 11).

The isolated antibody of claim 19 produced by hybridoma deposited with ATCC on
September 28, 2007 and having ATCC deposit no. __.

An antibody that competes for specific binding to human DLL4 with .an antibody

produced by hybridoma deposited with ATCC on September 28, 2007 and having ATCC

depositno. _ .

A humanized antibody that specifically binds to a human DLL4 epitope comprising
amino acids within human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO: 27), wherein the
antibody comprises: (i) a heavy chain variable region comprising a nonhuman antigen
determination region and a human heavy chain variable framework region, and (ii) a light
chain variable region comprising a nonhuman antigen determination region and a human

light chain variable framework region.

The humanized antibody of claim 22, wherein the human DLL4 epitope is formed by a
combination of the human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO: 27) and human DLL4
DSL (SEQ ID NO: 26). ' ‘

The humanized antibody of claim 22, wherein the human DLL4 epitope further comprises
amino acids within human DLL4 DSL (SEQ ID NO: 26).

The humanized antibody of claim 23, wherein at least one residue in the human heavy

. chain variable framework region is substituted.

26.

27.

28

29.

30.

The humanized antibody of claim 25, wherein the at least one substitution is a
substitution of a residue occupying the corresponding position in an antibody comprising
the nonhuman antigen determination region.

The humanized antibody of claim 25, wherein five or six residues in the human héavy
chain variable framework region are substituted.

The humanized antibody of claim 25, wherein the at least one substitution in the human
variable framework region is at a position selected from the group consisting of 16H,
20H, 27H, 28H, 38H, and 48H based on the Kabat numbering system.

The humanized ant_ibody of claim 25, wherein the at least one substitution in the human
variable framework region is at a position selected from the group consisting of 20H,
28H, 38H, 48H, and 69H based on the Kabat numbering system.

The humanized antibody of claim 27, wherein positions 16H, 20H, 27H, 28H, 38H, and
48H are substituted based on the Kabat numbering system.
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31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.
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The humanized antibody of claim 27, wherein positions 20H, 28H, 38H, 48H, and 69H
are substituted based on the Kabat numbering system.

The humanized antibody of any one of claims 22 to 31, wherein the heavy chain
nonhuman antigen determination region comprises CDR amino acid sequences CDR1
(SEQ ID NO: 1); CDR2 (SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 or-SEQ ID NO: 4); and CDR3
(SEQ ID NO: 5).

The humanized antibody of any one of claims 22 to 31, wherein at least one residue in the
“human light chain variable framework region is substituted.

The humanized antibody of claim 33, wherein the at least one substitution is a
substitution of a residue occupying the corresponding position in an antibody comprising
the nonhuman antigen determination region.

The humanized antibody of claim 33, wherein two residues in the human light chain-
variable framework region are substituted.

The humanized antibody of claim 33, wherein the at least one residue in the human
variable framework region is at a position selected from the group consisting of 22L and
36L based on the Kabat numbering system. :

The humanized antibody of claim 35, wherein positions 221 and 36L are substituted
based on the Kabat numbering system

The humanized antibody of any one of claims 33 to 37, wherein the light chain nonhuman
antigen determination region comprises CDR1 (SEQ ID NO: 9); CDR2 (SEQ ID NO:
10); and CDR3 (SEQ ID NO: 11).

The humanized antibody of claim 22, wherein the heavy chain variable region comprises

SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, or SEQ ID NO: 8.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

The humanized antibody of claim 22, wherein the light chain variable region comprises
SEQ ID NO: 12.

The humanized antibody of claim 22, wherein the heavy chain variable region comprises
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, or SEQ ID NO: 8 and the light chain vanable region
comprises SEQ ID NO: 12,

An isolated antibody that specifically binds to a human DLL4 epitope comprising amino
acids within human DLL4 N-terminal region (SEQ ID NO: 27), wherein the antibody
inhibits DLL4 binding to a Notch receptor.

An antibody that competes for specific binding to human DLL4 with an antibody encoded
by the plasmid deposited with ATCC (ATCC deposit no. PTA-8427 or PTA-8425).

A humanized antibody encoded by the plasmid deposited with ATCC no. PTA-8427 or.
PTA-8425.

A pharmaceutical composition comprising;:
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46.

47.

48,

49.

50.

51,

52.

53.

54.

35.

56.

57

58.

59.
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i. an antibody according to any one of the preceding claims; and
ii.  apharmaceutically acceptable carrier.

An isolated polynucleotide vector encoding an antibody according to any one of claims 1
to 44. '

A host cell comprising one or more polynucleotide vectors encoding an antibody
according to any one of claims 1 to 44, :

An antibody of any one of claims 1 to 44 for use in treating cancer.

Use of an antibody of any one of claims 1 to 44 in the manufacture of a medicament for
treating cancer.

The use according to claim 49 wherein the use comprises administering to a patient a
therapeutically effective amount of said antibody in combmatlon with a second
therapeutic agent.

The use according to claim 50, wherein the antibody and second therapeutlc agent are
given concurrently or sequentially.

The use according to claim 50, wherein the second therapeutic agent is a
chemotherapeutic agent.

The use according to claim 52, wherein the chemotherapeutic agent is Fluorouracil or
Irinotecan.

The use according to claim 50, wherein the second therapeutlc agent is a second
therapeutic antibody.

The use according to claim 54, wherein the second therapeutlc antlbody i1s an anti-EGF
receptor antibody or an anti-VEGF antibody.

The use according to claim 50, wherein the second therapeutic agent is radiation therapy.

- A method of diagnosing cancer comprising contacting a patient sample with an antibody
of any one of claim 1 to 44, and diagnosing cancer based on the locahzatwn of DLL4
expressmn in the patient sample.

A method of manufacturing antibodies of any one of claims 1 to 44, the method
compnsmg
i.  transforming host cells with a polynucleotide expression vector or vectors
: encoding the antibody; ,
ii.,  culturing the host cells under conditions permitting expression of the antibody;
and
iii.  purifying the antibody ﬁ'om the culture medium.

A transformed cell line expressing antibodies according to any one of claims 1 to 44.
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60. A hybridoma that secretes antibody 21M 18 deposited with ATCC on September 28, 2007
and having ATCC deposit no.

61. A plasmid that encodes 21M18 H9L2 (ATCC deposit no. PTA-8427) or 21M18 H71.2
(ATCC deposit no. PTA-8425).

62. A method of producing antibody 21M18 H9L2 or antibody 21M18 H7L2 by culturing
cells transfected with the plasmids deposited with ATCC no. PTA-8427 or PTA-8425.

63. A kit comprising a container and a composition contained therein, wherein the

composition comprises an antibody of any one of claims 1 to 44, and further comprises a
package insert indicating that the composition can be used to treat cancer.
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Figure2

DLL4 Antibodies Block the Interaction of DLL4 with the Human
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Figure 3
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Epitope Mapping of Anti-DLL4 Antibodies
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Figure 3B
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Figure 3D
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Sequence alignment of the heavy chain variable region
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Sequence alignment of the light chain variable region
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Figure 6

21M14 and 21M18 Block DLL4 Mediated Notch signaling
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Figux;e 7

DLL4 Antibodies Modulate Expression of Notch Target Genes in
Colon Tumors
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Figure 8

21M18 (Anti-DLL4) Reduces UM-C4 Colon Tumor Growth
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Figure 9

Anti-DLL4 21M18 Antibodies Reduces the Number of
Proliferating Tumor Cells in Vivo
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Figure 10
Anti-DLL4 and 5-FU Reduce UM-C4 Colon Tumor Growth
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Figure 11

Combination of anti-DL1.4 and anti-EGFR Inhibits UM-C4
Tumor Growth
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Figure 12

Anti-DLL4 mAb 21M18 and Irinotecan Act Synergistically to
Inhibit Colon Tumor Growth
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Figure 13
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Figure 14
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Figure 15B
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Figure 16
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Figure 17

Combination Anti-DLL4 21M18-Irinotecan Treatment Reduces
Tumor Volume 47 Days After Treatment Termination
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Figure 18
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SEQ ID NO: 1 (Heavy chain CDR1)
TAYYIH

SEQ ID NO: 2 (Heavy chain CDR2, H2)
Y ISCYNGATNYNQKFKG

SEQ ID NO: 3 (Heavy chain CDR2 H7)
YISSYNGATNYNQKFKG

SEQ ID NO: 4 (Heavy chain CDR2 H9)
YISVYNGATNYNQKFKG

SEQ ID NO: 5 (Heavy chain CDR3)
RDYDYDVGMDY »

SEQ ID NO: 6 (Heavy chain variable region, H2)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYIHWVKQAPGQGLEWIGYISCYNGATNYNQKFKGRVTFTTDTS
TSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVIVSS

SEQ ID NO: 7 (Heavy chain variable region, H7)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTHWVKQAPGQGLEWIGYISSYNGATNYNQKFKGRVTFTTDTS
TSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 8 (Heavy chain variable region, H9)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYITHWVKQAPGQGLEWIGYISVYNGATNYNQKFKGRVTFTTDTS
TSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 9 (Light chain CDR1)
RASESVDNYGISFMK

SEQ ID NO: 10 (Light chain CDR2)
AASNQGS

SEQ ID NO: 11 (Light chain CDR3)
QQSKEVPWTFGG

SEQ ID NO: 12 (Light chain variable region)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASESVDNYGISFMKWFQQKPGQPPKLLIYAASNQGSGVPDRFSGSGSGTDF
TLTISSLQAEDVAVYYCQQSKEVPWTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO: 13 (Nucleotide sequence of heavy chain, H2, variable region)

ATGGACTGGACCTGGAGCATCCTGTTCCTGGTGGCTGCTGCTACAGGAGCTCACTCCCAGGTTCAGCTGGTGCAG
TCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCTAGCGTCGAAGATCAGCTGCAAGGCTAGCGGATACTCCTTTACAGCT
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TACTACATCCACTGGGTGAAGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTGGAGTGGATCGGATATATCAGCTGTTACAACGGA
GCTACAAACTACAACCAGAAGTTCAAGEGCAGGGTCACCTTCACAACAGACACAAGCACAAGCACAGCCTACATG
GAGCTGAGGAGCCTGAGAAGCGACGACACAGCCGTGTACTACTGTGCTAGGCGACTACGACTACGACGTGGGGATG
GACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCAGCTCA

SEQ ID NO: 14 (Nucleotide sequence of heavy chain, H7, variable region)

ATGGACTGGACCTGGAGCATCCTGTTCCTGGTGGCTCCTGCTACAGGAGCTCACTCCCAGGTTCAGCTEGTGCAG
TCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCTAGCGTGAAGATCAGCTGCARGGCTAGCGGATACTCCTTTACAGCT
TACTACATCCACTGCGGTGAAGCAGGCCCCTGGACAAGCGCTGCAGTECGATCGCATATATCAGCTCCTACAACGGA
GCTACAARACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGGGTCACCTTCACAACAGACACAAGCACAAGCACAGCCTACATG
GAGCTGAGGAGCCTGAGAAGCGACGACACAGCCEGTGTACTACTGTGCTAGGGACTACGACTACGACGTGGEGGATG
GACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCAGCTCA

SEQ ID NO: 15 (Nucleotide sequence of heavy chain, H9)

ATGGACTGGACCTGGAGCATCCTGTTCCTGGTGGCTGCTG&TACAGGAGCTCACTCCCAGGTTCAGCTGGTGCAG
TCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCTAGCGTGAAGATCAGCTGCAAGECTAGCGEGATACTCCTTTACAGCT
TACTACATCCACTGGGTGAAGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTGGAGTEGATCGGATATATCAGCGTCTACAACGGA
GCTACAAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGGGTCACCTTCACAACAGACACAAGCACARGCACAGCCTACATG
GAGCTGAGGAGCCTGAGAAGCGACGACACAGCCGTGTACTACTGTGCTAGGCACTACGACTACGACGTGGGGATG
CGACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCAGCTCA

SEQ ID NO: 16 (Nucleotide sequence of light chain)

ATGGTGCTCCAGACCCAGGTCTTCATTTCCCTGCTGCTCTGGATCAGCGGAGCCTACGGGGACATCEGTGATGACC
CAGTCCCCTGACTCCCTGECTGTGTCCCTGGCCCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAGAGCCAGCGAATCCGTCGAT
AATTATGGCATTTCCTTTATGAAGTGGTTCCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACGCTGCA
TCCAACCRAGGGTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCTCCGGCAGCGGGTCCGGAACAGATTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCTGTCTATTACTGTCAGCAAAGCAAGGAGGTGCCTTGGACATTCGGAGGAGGE
ACCAAGGTGGARATCAAACGTACGGTGGCTGCCCCCTCCETCTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGARA
AGCGGCACTGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCCGGGAGGCCAAAGTGCAGTGGAAGGTGGAT
AACGCCCTCCAAAGCGGCAACTCCCAGCGAGAGCGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCAGCCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGTTGA

SEQ ID NO: 17 (Nucleotide sequence of heavy chain CDR1)

ACAGCTTACTACATCCAC

SEQ ID NO: 18 (Nucleotide sequence of heavy chain CDR2, H2)

ATATCAGCTGTTACAACGGAGCTACAAACTACAACCAGARGTTCAAGGGT

SEQ ID NO: 19 (Nucleotide sequence of heavy chain CDR2, H7)

ATATCAGCTCCTACAACGGAGCTACAAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGC

- SEQ ID NO: 20 (Nucleotide sequence of heavy chain CDR2, H9)

ATATCAGCGTCTACAACGGAGCTACAAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGEC
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SEQ ID NO: 21 (Nucleotide sequencé of heavy chain CDR3)

AGGGACTACGACTACGACGTGGGGATGGACTAC

SEQ ID NO: 22 (Nucleotide sequence of light chain CDR1)

AGAGCCAGCGAATCCGTCGATAATTATGGCATTTCCTTTATGAAG

SEQ ID NO: 23 (Nucleotide sequence of light chain CDR2)

GCTGCATCCAACCAAGGGTCC

0 4

SEQ ID NO: 24 (N ucleotide sequence of light chain CDRB)

CAGCARAGCAAGGAGGTGCCTTGGACATTCGGAGGA

SEQ ID NO: 25 (Human DLL4 Antigen)

MAAASRSASGWALLLLVALWQQRAAGSGVFQLQLQEFINERGVLASGRPCEPGCRTFFRVCLKHFQA

VVSPGPCTFGTVSTPVLGTNSFAVRDDSSGGGRNPLQLPFNFTWPGTFSLIIEAWHAPGDDLRPEALPPD
ALISKIAIQGSLAVGQNWLLDEQTSTLTRLRYSYRVICSDNYYGDNCSRLCKKRNDHFGHYVCQPDGN

LSCLPGWTGEYCQQPICLSGCHEQNGYCSKPAECLCRPGWQGRLCNECIPHNGCRHGTCSTPWQCTCD
EGWGGLFCDQDLNYCTHHSPCKNGATCSNSGQRSYTCTCRPGYTGVDCELELSECDSNPCRNGGSCK

DQEDGYHCLCPPGYYGLHCEHSTLSCADSPCFNGGSCRERNQGANYACECPPNFTGSNCEKKVDRCTS
NPCANGGQCLNRGPSRMCRCRPGFTGTYCELHVSDCARNPCAHGGTCHDLENGLMCTCPAGFSGRRC
EVRTSIDACASSPCFNRATCYTDLSTDTFVCNCPYGFVGSRCEFPVG

SEQ ID NO: 26 (Human DLL4 DSL Domain)

WLLD EQTSTLTRLRYSYRVICSDNYYGDNCSRLCKKRNDHFGHYVCQPDGNLS CLPGWTGEYC

SEQ ID NO: 27 (Human DLL4 N-Terminal Region)

MAAASRSASGWALLLLVALWQQRAAGSGVFQLQLQEFINERGVLASGRPCEPGCRTFFRVCLKHFQA
VVSPGPCTFGTVSTPVLGTNSFAVRDDSSGGGRNPLQLPFNFTWPGTFSLIIEAWHAPGDDLRPEALPPD
ALISKIAIQGSLAVGQN
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COMPOSICIONES Y METODOS PARA DIAGNOSTICAR Y TRATAR CANCER

Campo de la Invencidén

La presente invencidén se refiere al campo de la
oncologia y proporciona nuevas composiciones y métodos para
diagnosticar Y tratar cancer. La presente invencién
proporciona anticuerpos contra un marcador de células madre de
cdncer para la diagnosis y tratamiento de tumores sdélidos.

Antecedentes de la Invencidn

El céncer esgs una de las causas principales de muerte
en el mundo desarrollado, con mds de un milldén de personas
diagnosticadas con céncer y 500,000 muertes por afio sbélo en
los Estados Unidos de América. En conjunto se estima que mas
de 1 de 3 personas de;arrollaré alguna forma de céancer durante
su vida. Hay més de 200 tipos diferentes de céncer, cuatro
de los cuales, de mama, de pulmdén, colorrectal y de préstata,
dan cuenta de mas de la mitad de todos los nuevos casos (Jemal
et al., 2003, Cancer J. Clin. 53:5-26).

El cancer de mama es el céncer méds comun en las

mujeres, con un 12 % estimado de mujeres en riesgo de

desarrollar la enfermedad durante su vida. Aunque las
pfoporciones de mortalidad han disminuido debido a deteccidn
temprana y tratamientos mejorados, el céncer de mama permanece
como una causa principal de muerte en mujeres de edad

intermedia, y el céncer metastdsico de mama es aun una

/)
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enfermedad incurable. En la presentacidn, la mayoria de loé
pacientes con céncer metastédsico de mama sélo tienen uno o dos
sistemas de O&rganos afectados, pero conforme progresa la
enfermedad, usualmente se llegan a comprender multiples
sitios. Los sitios mé&s comunes de implicacidén metastdsica son
reincidencias locorregionales y tejidos blandos de la pared
tordcica, asi como en la axila y areas supraclaviculares. El
sitio mads comun para metdstasis distante es el hueso (30-40 %
de metéstasis distante), seguido por los pulmones e higado. Y
aunque sélo aproximadamente 1-5 % de las mujeres con cancer de

mama recién diagnosticado tienen metdstasis distante en el

O

momento de la diagnosis, aproximadamente el 50 % de los
pacientes con @ enfermedad local recaen eventualmente con
metastasis en el espacio de cinco afios. En la actualidad, 1la
supervivencia media a partir de 1la manifestacidén de la
metadstasis distante es aproximadamente tres afios.

Los métodos actuales de diagnosis y clasificacidn en
etapas del cancer de mama incluyen el sistema de tumor-ndédulo-
metdstasis (TNM) gue depende del tamafio del tumor, de la
presencia del tumor en 1los nddulos 1linféticos, y de la
presencia de metdstasis distancia (American Joint Committee on
Cancer: AJCC Cancer Staging Manual, Philadelphia, Pa.:
Lippincott-Raven Publishers, 5th ed., 1997, pp 171-180;
Harris, J R: "“Staging of breast carcinoma” en Harris, J. R.,

Hellman, S.; Henderson, I. C., Kinne D. W. (eds.): Breast
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Diseases, Philadelphia, Lippincott, 1991). Se usan estos
pardmetros para proporcionar una prognosis y para seleccionar
una terapia apropiada. La apariencia morfoldgica del tumor
también se puede valorar pero debido a que tumores con
apariencia histopatoldgica similar pueden exhibir variabilidad
c¢linica significativa, este planteamiento tiene serias
limitaciones. Finalmente, se pueden usar ensayos para
marcadores de superficie celular para dividir ciertos tipos de
tumores en sub-clases. Por ejemplo, un factor considerado en
la prognosis y en el tratamiento del céncer de mama es la
presencia del receptor de estrdgeno (ER) puesto gque los
canceres de mama positivos a ER responden tipicamente de forma
mads fécil a terapias hormonales tal como tamoxifeno o
inhibidores de aromatasa que los tumores negativos a ER. Aun
estos anadlisis, aungue utiles, son sélo parcialmente
pfedictivos del comportamiento clinico de los tumores de mama,
vy hay mucha diversidad fenotipica presente en los canceres de
mama que fallan en detectar 1las herramientas actuales de
diagnéstico yv fallan en tratar las terapias actuales.

El céncer de prdéstata es el cancer mas comun en los
hombres en el mundo desarrollado, que representa un 33 %
estimado de todos los nuevos casos de céncer en los Estados
Unidos de América y es la segunda causa més frecuente de
muerte (Jemal et al., 2003, CA Cancer J. Clin. 53:5-26).

Desde la introduccidén de la prueba sanguinea de antigeno
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especifico a préstata (PSA), la deteccidén temprana de céncer
de prdéstata ha mejorado dramdticamente las proporciones de
supervivencia; la proporcidén de supervivencia de cinco afios

para pacientes con canceres de prdéstata en etapa local y

oe

5 regional en el momento de la diagnosis es cercana a 100
AUun mds de 50 % de los pacientes desarrollarédn enfermedad
localmente avanzada o metastésica (Muthuramalingam et al.,
2004, Clin. Oncol. 16:505-16)

Actualmente, la protatectomia radical y la terapia
10 con radiacidén proporcionan tratamiento curativo para la
méyoria de los tumores localizados de préstata. Sin embargo,
las opciones terapéuticas estdn muy limitadas para los césos
avanzados. Para la enfermedad metastdsica, el tratamiento
normal es la ablacidn de andrdégenos con agonista de la hormona
15 de liberacidén de la hormona luteinizante (LHRH), solo o en
combinacidén con anti-andrdgenos. Auin a pesar del blogqueo
maximo de andrdgenos, la enfermedad casi siempre progresa con
' la mayoria que desarrolle enfermedad independiente de
andrégenos. En la actualidad, no hay tratamiento
20 uniformemente aceptado para cancer de prdstata refractario a
hormonas, y cominmente se usan regimenes quimioterapéuticos
(Muthuramalingam et al., 2004, Clin. Oncol. 16:505-16; Trojan

et al., 2005, Anticancer Res. 25:551-61) .
El céncer colorrectal es el tercer céncer méds comin

25 y la cuarta causa mds frecuente de muertes por céncer a nivel
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mundial (Weitz et al., 2005, Lancet 365:153-65).
Aproximadamente 5-10 % de todos los canceres colorrectales son
hereditarios con wuna de las formas principales que es
poliposis adenomatoso familiar (FAP), una enfermedad dominante
autosomal en la cual aproximadamente el 80 % de los individuos
afectados contienen una mutacidén de linea germinal en el gen
de poliposis coli adenomatosa (APC) . Los carcinomas
colorrectales invaden localmente por crecimiento
circunferencial y en otro sitio por propagacidén linféatica,
hematogenosa, transperitoneal y perineural. El sitio més
comun de implicacidén extralinfética es el higado, con los
pulmones que es el 6érgano extra-abdominal més frecuentementé
afectado. Otros sitios de propagacidn hematogenosa incluyen
1os huesos, rifiones, glédndulas suprarrenales, y el cerebro.
El actual sistema de clasificacién en etapas para
cancer colorrectal se basa en el grado de penetracidén tumoral
a través de la pared intestinal y la presencia o ausencié de
implicacidn nodal. Este sistema de clasificacidén en etapa se
define por tres principales clasificaciones de  Duke:
enfermedéd A de Duke se confina a capas submucosas de colon o
recto; enfermedad B de Duke tiene tumores que invaden a través
de la muscularis propia y pueden penetrar la pared del colon o
recto; y la enfermedad C de Duke incluye cualquier grado de
invasidén de la pared intestinal con metéstasis regional de los

nédulos linféticos. En tanto que la reseccidn quirdrgica es

1%
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altamente efectiva para canceres colorrectales de etapa
temprana, que proporciona proporciones de curacidén de 95 % en
pacientes con A de Duke, la proporcidén se reduce a 75 % en
pacientes con B de Duke y la presencia del nddulo linfético
positivo en la enfermedad C de Duke predice una probabilidad
del 60 % de reincidencia en el espacio de cinco afios. El
tratamiento de los pacientes con C de‘Duke cCon un curso pos-
gquirirgico de guimioterapia reduce la proporcidn de
reincidencia a 40-50 % y ahora es la norma de cuidado para
estos pacientes.

El céncer de pulmén es el céncer mas comun a nivel
mundial, el tercer céncer méds comiunmente diagnosticado en los
Estados Unidos de América, y por mucho‘la causa mas frecuente
de muerte por cancer (Spiroc et al., 2002, Am. J. Respir. Crit.
Care Med. 166:1166-96; Jemal et al., 2003, CA Cancer J. Clin.
53-5-26) . Se cree que el fumar cigarrillos es responsable de
un 87 % estimado de todos los canceres de pulmdén haciéndolo 1la
enfermedad més mortalmente prevenible. El cdncer de pulmdn se
divide en dos tipos principales que dan cuenta de més de 90 %
de todos los canceres de pulmén: cancer de pulmén de células
pequefias (SCLC, por sus siglas en inglés) y céncer de pulmédn
de células no pequefias (NSCLC, por sus siglas en inglés). El
SCLC da cuenta de 15-20 % de los casos y se caracteriza por su
origen en las vias aéreas centrales grandes y composicidn

histoldégica de laminillas de células pequefias con poco

\U
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citoplasma. El SCLC es mds agresivo que el NSCLC, creciendo
rdpidamente y metastatizédndose de forma temprana. E1 NSCLC da
cuenta de 80-85 % de todos los casos y se divide
adicionalmente en tres subtipos principales en base a la
histologia: adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas
{(carcinoma

epidermoide), vy carcinoma indiferenciado de células grandes.

El céncer de pulmén se presenta tipicamente tardio
en su curso, y de esta manera tiene una supervivencia media de
sélo 6-12 meses después de la diagnosis y una proporcidn totai
de supervivencia de 5 afios de sdélo 5-10 %. Aunque la cirugia
ofrece la mejor probabilidad de una curacidn, sdélo una pequefla
fraccidén de los pacientes con céancer de pulmdén son elegibles
con la mayoria que dependen de la guimioterapia y de la
radioterapia. A pesar de los intentos para manipular la
sincronizacidén e intensidad de dosis de estas terapias, las
proporciones de supervivencia se han incrementado poco durante
los uUltimos 15 afios (Spiro et al., 2002, Am. J. Respir. Crit.
Care Med. 166:1166-96).

Estos cuatro canceres, asi como muchos otros, se
presentan como tumores sdlidos gue se componen de poblaciones
de células heterogéneas. Por ejemplo, los canceres de mama
son una mezcla de células de céncer y células normales,
incluyendo células mesenqguimales (estromales), células

inflamatorias vy c¢élulas endoteliales). Varios modelos de
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cdncer proporcionan diferentes explicaciones de la presencia
de esta heterogeneidad. Un modelo, .el modelo c¢lésico de
cdncer, sostiene que las poblaciones de células de cancer
fenotipicamente distintas tienen todas, la capacidad de
proliferar y dar lugar a un nuevo tumor. En el modelo
clésico, la heterogeneidad de las células tumorales resulta de
factores ambientales asi como de mutaciones corrientes dentro
de las células de céncer que dan por resultado una poblacidn
diversa en células tumorigénicas. Este modelo se apoya en la
idea que todas las poblaciones de células tumorales tienen
algin grado de potencial tumorigénico. ({Pandis et al., 1998,
Genes, Chromosomes & Cancer 12:122-129; Kuukasjrvi et al.,
1997, Cancer Res. 57:1597-1604; Bonsing et al., 1993, Cancer
71:382-391; Bonsing et al., 2000, Genes Chromosomes & Cancer
82: 173-183; Beerman H et al., 1991, Cytometry 12:147-54;
Aubele M & Werner M, 1999, Analyt. Cell. Path. 19:53; Shén L
et al., 2000, Cancer Res. 60:3884).

Un modelo alternativo para la heterogeneidad
observada de las células tumorales solidas se deriva del
impacto de las células madre en el desarrollo tumoral. De
acuerdo a este modelo, el céncer surge de la desregulacidn de
los mecanismos que controlan el desarrollo y mantenimiento
normal del tejido. (Beachy et al., 2004, Nature 432:324).
Durante el desarrollo normal del animal, las células de la

mayvoria o de todos los tejidos se derivan de precursores
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ndfmales, llamados células madre (Morrison et al., 1997, Cell
88:287-98; Morrison et al., 1997, Curr. Opin. Immunol. 9;216—
21; Morrison et al., 1995, Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 11:35-
71). Estas células madre son células que: (1) tienen
capacidad proliferativa extensiva; 2) son capaces de divisidn
celular asimétrica para generar una o mas clases de progenie

con potencial proliferativo y/o evolucionista reducido; y 3)

son capaces de divisiones celulares simétricas para auto-

renovacidén o auto-mantenimiento. El ejemplo mejor estudiado
de renovacién de células adultas por la diferenciacidén de
células madre es el sistema hematopoyético donde 1los
precursores evolucionistamente inmaduros (células progenitoras
vy madre hematopoyéticas) responden a seflales moleculares para
formar tipos variados de c¢élulas 1linfoides vy sanguineas.
Otras células, incluyendo c¢élulas del intestino, sistema
ductal de mama, y piel se reabastecen constantemente de una
pequefia poblacidén de células madre en cada tejido, y estudios
récientes sugieren que la mayoria de los otros téjidos adultos
también tienen células madre, incluyendo el cerebro. " Los
tumores derivados de una “célula madre de tumor sdélido” (o
“célula madre de céncer” de un tumor sdélido) se someten
subsiguientemente a desarrollo cadtico a través de rondas
tanto simétricas como asimétricas de divisiones celulares. En
este modelo de células madre, los tumores sélidos contienen un

subconjunto distinto y limitado (posiblemente aun raro) de
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células que comparten las propiedades de “células madre”
normales, ya que proliferan de manera extensiva y dan lugar de
manera eficiente tanto a células madre adicionales de tumor
solido (auto-renovacidn) vy a la mayoria de células tumorales
de un tumor sdélido que carecen de potencial tumorigénico.” En
realidad, las mutaciones dentro de una poblacidén de células
madre de larga vida pueden iniciar la formacidén de células
madre de <céncer que son la base del crecimiento y
mantenimiento de tumores y cuya presencia contribuye a la
falla de los planteamientos terapéuticos actuales.

La naturaleza de células madre del céncer se reveld
primero en el céncer de sangre, leucemia mieloide aguda (AML,
por sus siglas en 1inglés) (Lapidot et al., 1994, Nature
17:645-8) . Mas recientemente, se ha demostrado que 1los
tumores malignos de mama y colon, humanos, tienen similarmente
una poblacidén pequefia, distinta de células madre de céncer
enriquecidas por la capacidad para formar tumores en ratones
inmunodeficientes. Una poblacidén de células Lin ESA+, CD44+,
CD24-baja, en tumores de mama se encontrd que estd enriquecida
50 veces para células tumorigénicas en comparacidén a células
tumorales no fraccionadas (Al-Haij et al., 2003, Proc. Nat’l
Acad. Sci. 100:3983-8). De manera similar, 1la subpoblaéién
ESA+, CD44+ en tumores colorrectales se encontrdé que incluye
de forma uUnica células tumorigénicas, y la adicidén de CD166 a

este perfil fue capaz de enriquecer adicionalmente células
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madre de cancer de colon {(CoCSC) (Dalerba et al. 2007 Proc
Nat'l Acad Sci 104:10158-63). La capacidad para aislar de
forma eventual 1las células tumorigénicas de céancer ha
permitido la investigacidén de rutas bioldgicas criticas que
son la base de la tumorigenicidad en estas células, y promete
de esta manera el desarrollo de mejores ensayos de diagndstico
vy productos terapéuticos para pacientes con cancer. Es hacia
este propdsito gque se dirige esta invencidn.

Breve Descripcidén de la Invencidn

Se proporcionan anticuerpos gque se unen de manera
especifica a un epitopo de ligando 4 tipo Delta (DLL4) humano
formado por una combinacidén de la regidén N-terminal de DLL4
humano (SEQ ID No: 27) v el dominio DSL humano (SEQ ID No:
26), en donde el anticuerpo afecta el crecimiento tumoral.
También se proporciona una composicidén farmacéutica gque
comprende un anticuerpo de la presente descripcidén y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Adicionalmente se
proporciona un método para tratar céncer que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva y un
anticuerpo de DLL4 de la presente descripcidn.

Los objetos y ventajas adicionales de la invencidn
se expondrdn en parte en la descripcidn que sigue, y en parte
serdn obvios a partir de la descripcidn, o se pueden aprender
por la préctica de la invencidn. Los objetos y ventajas de la

invencidén se realizardn y logrardn por medio de los elementos
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Y combinaciones particularmente seflalados en las
reivindicaciones énexas. Se va a entender gque tanto la
descripcidén general anterior como la siguiente descripcién
detallada son sdlo de ejemplo y explicativas vy no -son
restrictivos de la invencidn, como se reivindica. Las figuras
anexas, gue se 1ncorporan en y constituyen una parte de esta
especificacidén, ilustran varias modalidades de la invencidn, y

conjuntamente con la descripcidn, sirven para explicar los

principios de la invenciédn. En la especificacién y las
reivindicacliones anexas, las formas singulares ™“un”, “una”, y
“el(la)” incluyen referencias plurales a menos gue el contexto

dicte claramente lo contrario.

Breve Descripcidén de las Figuras

Figura 1: Unidn Especifica de anticuerpo 21M18 anti-
DLL4 a proteina nativa de DDL4 de superficie celular. Con los
anticuerpo anti-DLL4 y clasificado por FACS se incubaron
células HEK 293 co-transfectadas con DLL4 de longitud completa
y GFP. Los anticuerpos 21M14 y 21M18 anti-DLL4 muestran unidn
especifica a células que expresan DLL4 como se revela por la
relacidén lineal entre la unidén del anticuerpo DLL4 vy la
expresidén de GFP.

Figuras 2A-2B: Anticuerpos de DLL4 bloguean la
interaccidén de DLL4 humano con el Receptor Notch. 2A) Se
incubaron células HEK 293 que expresan DLL4 con Notch-Fc o

proteina Fc de control en la presencia de anticuerpos de
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control o DLL4. La alta intensidad de fluorescencia indica la
presencia de la unidén de DLL4 y Notch en la presencia de un
anticuerpo de control (linea 1) y anticuerpos 21M12 anti-DLL4
(linea 5). La baja intensidad de fluorescencia indica 1la
ausencia de interacciones de DLL4 y Notch en la ausencia de
Notch (linea 1) y la interrupcidén de las interacciones de DLL4
y Notch en la presencia de anticuerpos 21M18 (linea 3) y 21M14
(linea 4) anti-DLLA4. 2B) Con DLL4-Fc ya sea humano o murino
se incubaron células HEK 293 que expresan NotchI. Se detectd
la unidén por anti-Fc fluorescentemente marcado y se analizé
por FACS, con la alta intensidad de fluorescencia indicativa
en la unidén entre células que expresan NotchI y DLL4. 21M18
blogquea la unidén de DLL4 humano (cuadros grises) pero no DLL4
murino {(circulos negros) al receptor de Notch.

Figuras 3A-3E: Correlacidn de epitopos de
anticuerpos anti-DLLA4. 3A) Proteinas de fusidén con
supresiones anidadas del dominio intracelular de DLL4 humano
se ilncubaron en un ensayo de ELISA con los anticuerpos 21M14 y
21M18 anti-DLL4. No se detectd la unidn por arriba del fondo
en la presencia de proteinas de fusidn que contienen entre los
aminodcidos 1 a 154 (aa 1-96), barra blanca con puntos negros;
aé 1-154, barra negra con puntqs blancos) . En contraste, se
encontrd la unidén entre anticuerpos anti-DLL4 y todas las
proteinas de fusidén que contienen entre aminoacidos 1 a 217,

incluyendo el dominio DSL, de DLL4 (aa 1-217), barra rayada
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horizontal; aa 1-251, barra rayada diagonal; aa 1-283, barra.
sombreada; aa 1-323, barra gris con puntos blancos). 3B) Las
transferencias Western muestra la expresidén de proteinas de
supresidén C-terminales de DLL4 humano (h-DLL4) y proteinas de
fusidén quiméricas de DLL4 humano-murino (anti-hFc; parte
superior) . Las proteinas de fusidén de DLL4 comprenden uno o
més dominios 1 a 6, donde los dominios 1 y 2 son aminodcidos 1
a 154 N-terminales; el domino 3 es el dominio DSL desde los
aminodcidos 155 a 217; y los dominios 4, 5 vy 6 son cada uno un
dominio EGF como se representa grédficamente en C. Los
anticuerpos 21M18 reconocen la proteina de h-DLL4 sdélo en la
presencia de los aminodcidos 1-217 (hDLL4dom 1-3). En
contraste a la proteina humana, las proteinas de fusidn que
comprenden los aminocdacidos 1-214 (dom 1-3) de DLL4 murino (m-
DLL4) no se reconocen por 21M18 (m-DLL4 doml-3:h-DLL4domd-6) .
Aun las proteinas de fusidén que comprenden los aminocdcidos 1-
154 (doml-2) de h-DLL4 en la presencia de dom3 murino se
reconocen por 21M18 (h-DLLL4 doml-2:mDLL4dom3-6) . 3C) Se
muestra en un resumen esquematico de los datos de unidén de B.
La estructura de domino de DLL4 se muestra en la parte
superior con las proteinas de fusidén de DLL4 1listadas vy
mostradas esqueméticamente del lado izguierdo con la proteina
humana representada por gris claro y la proteina de ratédn
representada por Jgris o0OsSCUuro. La unidén de 21M18 a cada

fragmento de DLL4 se indica por un “+” versus un “-". 3D)
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Andlisis de ELISA de 1la unidén de 21M18 a fragmentos de
proteina de DLL4 gue contienen sustitucidn de residuos murinos
correspondientes por residuos humanos en ‘posiciones
seleccionadas. 21M18 presenta unidén deteriorada a fragmentos
de proteina de DLL4 con sustituciones en los aminodcidos 68,
69, yv 71 (reemplazo de wvalina, wvalina, y prolina) o en los
aminocdcidos 142 y 144 (reemplazo de lisina y alanina). 3E)
Andlisis de ELISA de la unidén de los anticuerpos 21M18 y 21M21
a los fragmentos de proteina de DLL4 que contienen sustitucidn
de los correspondientes residuos murinos por residuos humanos
en posiciones seleccionadas dentro del dominio DSL. El
anticuerpo 21M21 presenta unidén deteriorada a los fragmentos

de proteina de DLL4 humano que contienen sustituciones de

aminoadcidos en los aminocdcidos 161 y 162 (reemplazo de
treonina y serina). Puesto que 21M21 no deteriora la funcidn
de DLL4 en los ensayos de sefializacidén (ver Figura 6), esto

demuestra que no todos los anticuerpos gue se unen a la regidn
DSL impactan la funcidén de DLLA4.
Figuras 4A-4B: Alineacidén de secuencia de la regidn

variable de cadena pesada. 47) Secuencia de anticuerpo 21M21

murino parental (m-21M18-Vh, parte superior), secuencia de
soporte expresada, humana (h-EST-soporte, intermedia). vy

secuencia de regidén variable de cadena pesada de 21M18
humanizada (21M18-H7, fondo) se muestran con residuos de

aminoacido conservados sombreados en negro. Las tres CDR se

\
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marcan mostrando retencidén de secuencias murinas parentales en
el anticuerpo 21M18 humanizado. El residuo de cisteina en la
posicidn 52a de Kabat en CDR2 se ha cambiado a un residuo de
serina y valina sin pérdida de unién especifica a DLL4 en
21M18 H7 y 21M18 HY9, respectivamente. Las sustituciones
dentro de la regidn de soporte, mostradas en 4A se numeran 1-6
con las posiciones de Kabat correspondiente en la cadena de Vh
16, 20, 27, 28, 38, 48. 4B) Secuencia de anticuerpo 21M18
murino parental (m-21M18-Vh, parte superior), secuencia de Vh
de linea germinal humana (h-linea germinal-Vh, intermedia), vy
la secuencia de regidn variable de cadena pesada de 21M18
humanizada (21M18-H2, fondo), se muestran con residuos de
aminodcidos conservados sombreados en negro. Las tres CDR se
marcan mostrando retencidén de secuencias murinas parentales en
ei anticuerpo 21M18 humanizada. El residuo de cisteina en la
posicidn 52a de Kabat en CDR2 se ha cambiado a una serina.y a
un residuo de valina sin pérdida de unidn especifica a DLL4 en
21M18 H7 y 21M18 H9, respectivamente. Los cinco residuos
murinos retenidos dentro de la regidén de soporte variable de
todas las variantes de cadenas pesadas se numeran 1-5 en sus
correspondientes posiciones de Kabat 20, 28, 38, 48 y 69.
Figura 5: Alineacién de secuencia de 1la regidn
variable de cadena ligera. Secuencia de anticuerpos 21M18
murino parental (m-21M18-Vk, parte superior), secuencia. de

linea germinal humana (h-linea germinal Vk, fondo), y
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sécuencia de regidén variable de cadena ligera de 21M18
humanizada (21M18-L2, intermedia) se muestran con residuog de
aminodcido conservados sombreados en negro. Las tres CDR se
marcan mostrando la retencidén de secuencias murinas parentales
en el anticuerpo 21M18 humanizado. Los dos residuos_murinos
retenidos dentro de la regidén de soporte, variable se numeran
1-2 en sus correspondientes posiciones de Kabat 22 y 36.
Figura 6: Sefializacidn Notch de Blogque de
Anticuerpos de DLL4. Se incubaron células HelLa co-
transfectadas con el indicador Hesl-Luc y vectores. de
indicador de luciferasa de Renilla con la proteina de DLL4 en
la presencia o ausencia de anticuerpos anti-DLL4. Niveles
disminuidos de luciferasa demostraron pérdida de activacidén de
ruta Notch de DLL4 por los anticuerpos 2iM14 y 21M18.
Figuras 7A-7B: Anticuerpos de DLL4 Modulan 1la
Expresidén de Genes Objetivos Notch en Tumores de Colon. 7A)
Se aislaron tumores de colon C8 tratados con anticuerpos 21M18
agti—DLL4 o PBS (Control) y la expresidén de HES1 y ATOH-1
determinada por RT-PCR cuantitativa. La expresidén génica
relativa (eje y) en comparacidén a células tratadas con control
muestra que el tratamiento con anticuerpos anti-DLL4 disminuyd
la expresidn de HES1 e incrementd la expresidén de ATOH-1. 7B)
Se muestra la relacidén de expresidn relativa (eje y) de HESI
versus ATOH1 en colonias de células de tumores de colon OMP-

Cll agotadas en linaje de ratédn. Las colonias Cll cubiertas
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con células 3T3 que expresan DLL4 (3T3+DLL4) mostraron un

¥

incremento en la relacién de expresidn de HES1/ATOHL en-

comparacidén a células de colon cubiertas con células 3T3 (3T3)
0 no expuestas a la cubierta con células (control). Este
incremento en la relacién de expresidén de HES1/ATOHl se
elimind por incubacidén con 10 ug/mL de anticuerpos 21M18
(21M18) o inhibidor DEZ de secretasa 5 uM (GSI 5 uM).

Figura 8: Anticuerpos de DLL4 Reducen Crecimiento
Tumoral. Se inyectaron ratones NOD/SCID con células UM-C4
disociadas y se trataron con anticuerpos 21M18 anti-DLL4 (n=5)
o PBS (n = 10). El tratamiento con anticuerpos 21M18
(diamantes) redujo el crecimiento tumoral iniciando el dia 23,
y‘se observéd una reduccidén de hasta 54 % por el dia 48 en
comparacidén a controles inyectados con PBS (cuadros negros).

Figura 9: Tratamiento con Anticuerpos de DLL4 Reduce
el Numero de Células Tumorales Proliferantes in Vivo. Se
aislaron tumores de colon C8 tratados con anticuerpos 21M18
anti-DLL4 o Ab de control. La inmunocitoguimica con un
anticuerpo contra Ki67 mostrd una reduccidén en el ndmero de
células proliferantes en tumores tratados con 21M18 en
comparacidén al control.

Figuras 10A-10B: Tratamiento con Anticuerpos de DLL4
en Combinacidén con Fluorouracilo (5-FU) .Reduce Crecimiento
Tumoral. Se inyectaron ratones NOD/SCID con células UM-C4

disociadas y se trataron con anticuerpos anti-DLL4 o PBS en la
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presencia o ausencia de 5-FU. 10A) El1 tratamiento con
anticuerpos 21M18 en combinacidén con 5-FU (circulos, linea
punteada) reduce el crecimiento tumoral 46 dias después de la
inyeccidén de células tumorales a un - mayor grado del
tratamiento con ya sea 5-FU (triédngulos, linea continua) o
anticuerpos 21M18 (diamantes, 1linea punteada) solos y a un
mayor grado que los controles inyectados con PBS (cuadrados,

> se indica en el

linea continua). El volumen del tumor en mm
eje vy. 10B) Graficas de mediciones tumorales en el dia 46 de
animales individuales. Cada punto representa un animal. El1
tratamiento con anticuerpos 21M18 o 5-FU redujo cada uno el
tamario de tumor (mm?) en comparacidn al control.
Adicionalmente, el tratamiento de combinacidén con anticuerpos
21M18 y 5-FU tuvo un efecto aditivo, reduciendo el tamafio del
tumor a 1/5 del tamafio de control.

Figura. 11l: Tratamiento con Anticuerpos de DLL4 en
Combinacidén con Anticuerpos anti-EGFR Reduce el Crecimiento
Tumoral. Se inyectaron ratones NOD/SCID con c¢élulas UM-C4
disociadas y se trataron con anticuerpos anti-DLL4 o PBS en la
presencia o ausencia de anticuerpos anti-EGFR. Las graficas
de mediciones tumorales en el dia 46 de animales individuales
se muestran. Cada punto representa un animal. El tratamiento
con anticuerpos 21M18 o anticuerpos anti-EGFR redujo cada uno
al tamafio de tumor (mm®) en comparacidén al control.

Adicionalmente, el tratamiento de combinacidén con 21M18 vy

i
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anticuerpos'anti—EGFR tuvo un efecto aditivo, reduciendo el
tamafio del tumor a menos de 1/5 el tamafio de control.

Figuras 12A-12B: maAb 21M18 anti-DLL4 e Irinotecan
Actyan Sinérgicamente para Inhibir el Crecimiento de Tumor de
Colomn. Se 1inyectaron ratones NOD/SCID c¢con c¢élulas C8
disociadas y se trataron con anticuerpos anti-DLL4 ©
anticuerpo de control en la presencia o ausencia de
Irinotecan. 12A) El tratamiento con anticuerpos 21M18 murinos
(circulos) o Irinotecan (triédngulos) redujo cada uno solo el
volumen de tumor (eje y mm’) en comparacién a animales
tfatados con control (cuadros negros). Sin embargo, el
tratamiento de combinacidn con'2lM18 e Irinotecan (triéngulos
inyersos) tiene un efecto sinérgico, eliminando completamente
el crecimiento tumoral durante hasta 55 dias pos-inyeccidén de
células. 12B) El tratamiento con 21M18 humanizado (h21M18) en
combinacidén con Irinotecan (irtcn) (circulos) tiene eficiencia
similar como 21M18 murino (h21M18) (triangulo) en comparacidn
a anticuerpos de control (cuadros negros) -0 anticuerpo de
control con Irinotecan (triangulo).

Figuras 13A-13B: Tratamiento de Combinacién. con
21M18 anti-DLL4 e Irinotecan Previene el Re-Crecimiento de
Tumor de Colon. Se inyectaron ratones NOD/SCID con células C8
disociadas vy se trataron con Irinotecan o Irinotecan en
combinacidén con anticuerpos 21M18 anti-DLI4 n = 10) por

grupo). 13A) El tratamiento con Irinotecan solo desacelera el
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crecimiento de tumor de colon, pero el crecimiento continuda
después del cese del tratamiento en el dia 56 (* flecha) en
todos menos dos animales tratados. 13B) En contraste, el
tratamiento con una combinacidén de Irinotecan y anticuerpos
21M18 anti-DLL4 elimindé el crecimiento de tumor de colon
tanto durante el tratamiento como durante hasta cinco
semanas después del cese del tratamiento en el dia 56 en 1los
diez animales tratados. Cada linea representa la curva de
crecimiento para un animal individual.

Figura 14: Tratamiento de Combinaron de 21M18 anti-
DLL4 e Irinotecan Inhibe el Crecimiento de Tumores
Establecidos de Colon de Manera . Mas Efectiva que el
Tratamiento de Terapia Unica. Se inyectaron ratones NOD/SCID
con células C8 disociadas y se trataron con anticuerpos anti-
DLL4 o anticuerpo de control en la presencia o ausencia de
Irinotecan. El tratamiento con anticuerpos 21M18 (diamantes)
0o Irinotecan (tridngulos) sdélo redujo cada uno el volumen de
tumor (eje y, mm’) en comparacién a animales tratados con
control (cuadros negros) Sin embargo, el tratamiento de
combinacidén con 21M18 méAs Irinotecan (tridngulos inversos)
inhibié el crecimiento de tumor més efectivamente que ya sea
el tratamiento uUnico con 21M18 o con Irinotecan.

Figuras 15A-15B: Tumores Tratados con Anticuerpos
Anti-DLL4 Muestran Numeros Disminuidos de Células

Tumorigénicas. Se inyectaron ratones inmunocomprometidos (n =
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10 por grupo) con dosis decrecientes de células tumorales del
experimento mostrado en la Figura 14 gque se -ha tratado con ya
sea anticuerpo de control, Irinotecan ma@s anticuerpo de
control, anticuerpos 21M18 de DLL4 solos, o una combinacidén de
anticuerpos 21M18 de DLL4 e Irinotecan (Combinacién). 154)
Resultados de tumor toman velocidad en el dia 81. Se graficd
el volumen del tumor (mm’) en comparacién al numero de células
tumorales humanas inyectadas: 900, 300, 100 y 50 para cada
grupo de tratamiento. El numero de animales c¢on tumores
detectables sobre los diez animales inyectados para cada dosis
de células tumorales se registra por abajo de la grafica de

volumen de tumor para cada dosis de células con células

tumorales tratadas con control a la izquierda (circulos
rellenos), c¢élulas tumorales tratadas con anticuerpo 21M18
anti-DLL4 segundas a la izquierda (cuadros abiertos), células

tumorales tratadas con Irinotecan segundas a la derecha

(tridngulos rellenos), vy células tumorales tratadas con
combinacidén a la derecha (circulos abiertos). 15B) Se calculéd
la frecuencia de células madre en el dia 81. La proporcidn de

células madre de céncer (eje y) de células tumorales tratadas

con control (izquierda) en comparacidén a tratadas con anti-

DLL4 (segundo de izguierda), sdbélo tratadas con Irinotecan
(segundo de derecha), y tratadas con combinacién (derecha) se
grafica con el intervalo de confianza de 95 %. El grupo

tratado con anti-DLL4 tiene una diferencia estadisticamente
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significativa versus el grupo de control (*) y el grupo de
combinacidén es significativamente diferente versus tanto grupo
de control (*) como grupo con Irinotecan solo (**).

Figura 16: Tratamiento de Combinacién con 21M18
Anti-DLL4 e Irinotecan Retrasa Reincidencia de Tumor. Se
inyectaron ratones inmunocomprometidos con células C8
disociadas y tumores establecidos de aproximadamente 150 am®
se trataron con una combinacidén de Irinotecan (45 mg/kg,
dosificado dos veces por semana) con ya sea anticuerpos 21M18
anti-DLL4 o anticuerpos de control durante 32 dias después de
lo cual se detuvo el tratamiento con Irinotecan. El
tratamiento con vya sea el anticuerpo de control o 21M18
continud. Se retrasdé la reincidencia de tumores por volumen
tumoral (eje y) en animales traﬁados con 21M18 (tridngulos) en
comparacidén a controles (circulos).

Figura 17: Tratamiento de Combinacidén con 21M18
Anti-DLL4 e Irinotecan Retrasa Reincidencia de Tumor. Se
muestran los animales individuales del experimento mostrado en
la Figura 16. El volumen total de tumor (eje y) de cada
animal se muestra 47 dias después de la terminacidén de
tratamiento con Irinotecan.

Figura 18. La Combinacidén con 21M18 anti-DLL4 vy
anti-VEGF Reduce el Crecimiento de Tumor. Se implantaron
células tumorales Cl7 y se inicidé el tratamiento dos dias

después con vya sea anticuerpo de control (cuadros negros,
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linea continua), 21M18 (tridngulos, linea punteada), anti-VEGF
{(diamantes, linea <continua), o la combinacidén de ambos
anticuerpos (circulos, linea punteada). Cada anticuerpo se

dosificé a 10 mg/kg, dado dos veces por semana y hubo 10
animales por grupo. Tanto 21M18 como anti-VEGF redujeron el
crecimiento tumoral y la combinacidén fue més efectiva que
cualguier anticuerpo solo.

Descripcidén Detallada de la Invencidn

El término "anticuerpo" se usa para querer decir una
molécula de inmunoglobulina que reconoce Vv se une
especificamente a un objetivo, tal como una proteina,
polipéptido, péptido, carbohidratos, polinucledtido, lipido, o
combinaciones de lo anterior a través de al menos un sitio de
reconocimiento de antigeno dentro de la regidén variable de la
molécula de inmunoglobulina. En ciertas modalidades, 1los
aﬁticuerpos de 1la presente invencidén incluyen anticuerpos
antagonistas que se unen especificamente a una protéina
marcadora de células madre de céncer e interfieren con, por
ejemplo, la wunidén de ligando, dimerizacién de receptor,
expresién de una proteina marcadora de células madre de
céncer, y}o seflalizacidén de etapa posterior de una proteina
marcadora de células madre de céncer. En ciertas modalidades,
los anticuerpos descritos incluyen anticuerpos agonistas gque
se unen especificamente a una proteina marcadora de células

madre de cancer y promueven, por ejemplo, la unidn de ligando,
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la dimerizacidén de receptor, vy/o la seflalizacién por una
proteina marcadora de células madre de céancer. En ciertas
modalidades, los anticuerpos descritos no interfieren con - o no
promueven la actividad bioldgica de una proteina marcadora de
células madre de céancer pero inhiben el crecimiento tumoral

por ejemplo por internalizacidén del anticuerpo y/o por

reconocimiento por el sistema inmunitario. Como se usa en la
presente, el término "anticuerpo" abarca anticuerpos
policlonales intactos, anticuerpos monoclonales intactos,

fragmentos de anticuerpo (tal como fragmentos Fab, Fab',
F(éb')2, y Fv), mutantes de Fv de cadena individual (scFv),
anticuerpos multiespecificos tal como anticuéfpos
biespecificos generados de al menos dos anticﬁerpos intactos,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
humanos, proteinas de fusidén gque comprenden una porcidén de
determinacidén de antigeno de un anticuerpo, y cualquier otra
molécula modificada de inmunoglobulina que comprenda un sitio
de reconocimiento de antigeno en tanto gue los anticuerpos
exhiban la actividad biolégica deseada. Un anticuerpo puede
ser cualqguiera de las cinco clases principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, o subclases
(isotipos) de las mismas (por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4,
Ighl e 1IgA2), en base a la 1identidad de sus dominios
constantes de cadena pesada referidos como alfa, delta,

épsilon, gamma, y mu, respectivamente. Las diferentes clases
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de inmunoglobulinas tienen estructuras diferentes vy bien
conocidas de subunidades y configuraciones tridimensionales.
Los anticuerpos pueden estar descubiertos o conjugados a otras
moléculas tal como toxinas, radioisdtopos, etc.

Como se usa en la presente, el término "fragmento de
anticuerpo" se refiere a una porcidédn de un anticuerpo intacto
Y se refiere a las regiones variables determinéhtes
antigénicas de un anticuerpo intacto. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a
fragmentos Fab, Fab', F(ab')2, y Fv, anticuerpos lineales,
anticuerpos de cadena individual, y anticuerpos
multiespecificos formados de fragmentos de anticuerpo.

Un "anticuerpo de Fv" se refiere al fragmento de
anticuerpo minimo que contiene un sitio completo de unidén y
reconocimiento a antigeno ya sea como dos cadenas, en la cual
un dominio variable de cadena pesada y de cadena ligera forman
un aimero no covalente, o como una cadena individual (scFv),
en la cual un dominio wvariable de cadena pesada y de cadena
ligera se enlazan covalentemente por un ligador peptidico
flexible de modo que las dos cadenas se asocien en una
estructura dimérica similar. En esta configuracidn, las
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cada
dbminio variable interactuan para definir la especificidad de
unién a antigeno del dimero de Fv. De manera alternativa, se

puede usar un dominio variable individual (o la mitad de un
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Fv) para reconocer y unirse al antigeno, aunque en general con
menor afinidad.

Un "anticuerpo monoclonal" como se usa en la
presente se refiere a una poblacidén homogénea de anticuerpos
comprendida en el reconocimiento altamente especifico y en la
unién de un determinante antigénico individual, o epitopo.
Esto es en contraste a anticuerpos policlonales que incluyen
tipicamente diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes
determinantes antigénicos. El término "anticuerpo monoclonal"
abarca anticuerpos monoclonales tanto intactos como - de

longitud completa asi como fragmentos de anticuerpo (tal como

Fab, Fab', F(ab')2, vy Fv), mutantes de cadena individual
(scFv), proteinas de fusidén que comprenden una porcidn de
anticuerpo, v cualquier otra molécula modificada de

inmunoglobulina que comprenda un sitio de reconocimiento de
antigeno. Adicionalmente, "anticuerpo monoclonal" se refiere
a estos anticuerpos hechos de cualgquier numero de maneras que
incluyen, pero no se limitan a por hibridoma, seleccidn en
fagos, expresidn recombinante, y animales transgénicos.

Como se usa en la presente, el término "anticuerpo
humanizado" se refiere a formas de anticuerpos no humanos (por
ejemplo, murinos) que son cadenas de inmunoglobulina
especificas, inmunoglobulinas quiméricas, o fragmentos de las
mismas que contienen secuencias no humanas minimas:

Tipicamente, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas
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humanas en las cuales los residuos de las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) dentro de la regidn
de determinaciéﬁ de antigeno (o regidén hipervariable) de 1la
régién. variable de una cadena o cadenas de anticuerpos se
reemplazan por residuos de la CDR de una especie no humana
(por ejemplo, ratdn, rata, conejo, haémster) que tienen la
especificidad deseada, afinidad deseada y capacidad deseada.
En algunos casos, los residuos de la regidn de soporte (FR) de
cadena variable de una inmunoglobulina humana se reemplazan
con los residuos correspondientes en un anticuerpo de una
especle no humana que tiene la especificidad, afinidad vy
capacidad deseadas. El anticuerpo humanizado se puede
modificar adicionalmente por la sustitucién del residuo
adicional va sea en la regién de soporte variable y/o dentro
de los residuos no humanos reemplazados para refinar vy
optimizar especificidad, afinidad y/o capacidad del
anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos o
tres o cuatro, dominios variables qgue contienen todas o
sustancialmente todas las regiones de CDR que corresponden a
la inmunoglobulina no humana en tanto que todas o
sustancialmente todas las regiones de FR son aquéllas de una
secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado también puede comprender al menos una

porcidén de una regidén constante de inmunoglobulina o dominio
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ejemplos de métodos usados para generar anticuerpos
humanizados se describen en la patente de los Estados Unidos
numero 5,225,539,

El término "anticuerpo humano® como se usa en la
presente significa un anticuerpo producido por un humano o un
anticuerpo que tiene una secuencia de aminodcidos que
corresponde a un anticuerpo producido por un humano hecho
usando cualquier técnica conocida. Esta definicidén de un
anticuerpo humano incluye anticuerpos intactos o de longitud
completa, fragmentos de los mismos, Vy/o anticuerpos que
comprenden al menos un polipéptido de cadena pesada y/o ligera
humana tal como por ejemplo, un anticuerpo gque comprende
polipéptidos de cadena pesada humana y de cadena ligera
murina.

"Anticuerpos hibridos" son moléculas de
inmunoglobulina en las cuales se montan conjuntamente pareé de
cadenas pesadas vy ligeras de anticuerpos con diferentes
regiones determinantes antigénicas de modo gue se pueden
reconocer dos diferentes epitopos o dosgs diferentes antigenos y
se unen por el tetrdmero resultante.

El término "anticuerpos quiméricos" se refiere a
anticuerpos en donde la secuencia de aminoacidos de la
molécula de inmunoglobulina se deriva de dos o mads especies.

Tipicamente, la regidén variable de tanto cadenas ligeras como
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pesadas corresponde a la regidén variable de anticuerpos
derivados de una especie de mamiferos (por ejemplo, ratdn,
rata, conejo, etcétera) con la especificidad, afinidad Y
capacidad deseadas en tanto que las regiones constantes son
homdélogas a las secuencias en los anticuerpos derivados de
otro (usualmente humano) para evitar producir una respuesta
inmunitaria en esa especie.

El término "epitopo" o "determinante antigénico" se
usan de manera indistinta en la presente y se refieren a
aquella porcidén de un antigeno capaz de ser reconocida y unida
especificamente por un anticuerpo particular. Cuando el
antigeno es un polipéptido, se pueden formar epitopos tanto de
aminodcidos contiguos como de aminodcidos no contiguos
yvuxtapuestos por el plegado terciario de una proteina. Los
epitopos formados de aminodcidos contigucs se retienen
tipicamente en la desnaturalizacidén de la proteina, en tanto
gque los epitopos formados por el plegado terciario se pierden
tipicamente en la desnaturalizacidén dJde 1la proteina. Un
epitopo incluye tipicamente al menos 3, y mas usualmente, al
menos 5 u 8-10 aminodcidos en una conformacién espacial Unica.

La competicidén entre anticuerpos se determina por un
ensayo en el cual la inmunoglobulina bajo prueba inhibe la
unidén especifica de un anticuerpo de referencia a un antigeno
comun. Se conocen numerosos tipos de ensayos de unién

competitiva, por ejemplo: radiocinmunoensayo directo o

N



10

15

20

25

31

indirecto en fase sélida (RIA), inmunoensayo enzimatico
directo o indirecto de fase sdélida (EIA), ensayo de
competicidén de intercalacidn (ver Stahli et al., Methods in
Enzymology 9:242-253 (1983)); EIA de biotina-avidina, directo,

de fase sdlida (ver Kirkland et al., J. Immunol. 137:3614-3619
(1986)); ensayo marcado, directo de fase sdélida, ensayo de
intercalacidén, marcado, directo de fase sdélida (ver Harlow y

Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor

Press (1988)); RIA de marca directa, de fase sdélida que usa la
marca I-125 (ver Morel et al., Molec. Immunol. 25(1):7-15
(1988)); EIA de biotina-avidina, directo de fase sélida
(Cheung et al., Virology 176:546-552 (1990)); y RIA marcado,
directo (Moldenhauer et al., Scand.k J. Immunol. 32:77-82
(1990)). Tipicamente; este ensayo comprende el wuso de

antigeno purificado unido a una superficie sdélida o céiﬁlas
gue tienen cualquiera de éstos, una inmunoglobulina de prueba
no marcada y una inmunoglobulina de referencia marcada. Se
mide la inhibicidén competitiva al determinar la cantidad de

marca unida a la superficie sdélida o a células en la presencia

de la inmunoglobulina de prueba. Usualmente, la
inmunoglobulina de prueba estd presente en exceso. Los
anticuerpos identificados por ensayo de competicidn

(anticuerpos competidores) incluyen anticuerpos que se unen al
mismo epitopo como el anticuerpo de referencia y anticuerpos

gque se unen a un péptido adyacente suficientemente préximo al
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epitopo unido por el anticuerpo de referencia para dque se
presente impedimento estérico. Usualmente, cuando esté
presente un anticuerpo competidor en exceso, inhibiréa la
unién especifica de un anticuerpo de referencia a un
antigeno comun por al menos 50 & 75 %.

Que un anticuerpo "se una selectivamente" o "se una
especificamente" significa que el anticuerpo reacciona o sé
asocia mas frecuentemente, mas réapidamente, con mayor
duraciédén, con mayor afinidad, o con alguna combinacién de 1lo
anterior a un epitopo que con sustancias alternativas,
incluyendo proteinas no relacionadas. "Se une de manera
selectiva" o "se une de manera especifica" significa, por
ejemplo, gue un anticuerpo se une a una proteina con una Kp de
al menos aproximadamente 0.1 mM, pero mas usualmente al menos
aproximadamente 1 pM. "Se une de manera selectiva" o "se une
de manera especifica" significa a veces que un anticuerpo se
une a una proteina a veces con una Kp de al menos
aproximadamente 0.1 W o mejor, y otras veces al menos
aproximadamente 0.01 pM o mejor. Debido a ‘la identidad de
secuencias entre proteinas homdlogas en diferentes especies,
la unidén especifica puede incluir un anticuerpo gue reconoce
una proteina marcadora de células madre de céancer en mas de
una especie.

Como se usa en la presente, los términos "unidn né

especifica" vy "unidn de fondo" cuando se usan con referencia a
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la interaccidén de un anticuerpo vy una proteina o un péptido se
refieren a una interaccidén que no es dependiente de la
presencia de una estructura partiéular (es decir, el
aﬁticuerpo se une a proteinas en general en lugar gque una
estructura particular tal como un epitopo). |

Los términos "aislado" o "purificado" se refieren a
material que estd sustancial o esencialmente libre de
compornientes que normalmente lo acompafian en su estado nativo.
La pureza y homogeneidad se determinan tipicamente usando
técnicas de quimica analitica tal como electroforesis en gel
de poliacrilamida o cromatografia liquida de alto desempefio.
Una proteina (por ejemplo, un anticuerpo) o un &cido nucleico
de la presente descripcidn que es la especie predominante
presente en una preparacidén estd sustancialmente purificada.
En particular, un acido nucleico aislado se separa de cuadros
de lectura abiertos que flanguean de forma natural el gen y
codifica para proteinas diferentes de la proteina codificada
por el gen. Un anticuerpo aislado se separa de otras
proteinas no de inmunoglobulina y de otras proteinas de
inmunoglobulina con diferente especificidad de unidn al
aﬁtigeno. También puede significar que el &cido nucleico o
proteina esté en algunas modalidades al menos 80 % puré, en
algunos modalidades al menos 85 % puro, en algunas modalidades
al menos 90 % puro, en algunas modalidades al menos 95 % puro,

Q

y en algunas modalidades al menos 99 % puro.
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Como se usa en la presente, el término "cancer" y
"cancerigeno" se refiere a o describe la condicidén fisioldgica
en mamiferos en la cual una poblacién de células se
caracteriza por crecimiento celular desregulado.> Los ejemplos
de cancer incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma,
blastoma, sarcoma y leucemia. Los ejemplos més particulares
de estos céanceres incluyen cancer de células escamosas, cancer
pulmonar de células pequefias, cancer pulmonar de células no
pequefias, adenocarcinoma del pulmdén, carcinoma escamoso del
pulmén, cancer del peritoneo, céncer hepatocelular, céncer
gastrointestinal, cancer pancredtico, glioblastoma, cancer
cervical, céncer ovarico, cancer hepatico, céancer de vejiga,

hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, céncer colorrectal,

carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de gléndulas
salivales, céncer de rifién, céncer de higado, céncer de
préstata, cancer vulval, cancer de tiroides, carcinoma

hepatico y varios tipos de cénceres de cabeza y cuello.

Los términos "trastorno proliferativo" y "enfermedad
proliferativa" se refieren a trastornos asociados con
proliferacidén celular anormal tal como céncer.

"Tumor" y "neoplasma" como se usa en la presente se
refieren a cualquier masa de tejido que resulte de
crecimiento celular excesivo o proliferacién celular
excesiva, ya sea benigno (no cancerigeno) o maligno

(cancerigeno) incluyendo lesiones pre-cancerigenas.
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"Metdstasis" como se usa en la presente se refiere
al proceso por el cual un céncer se extiende o transfiere del
sitio de origen a otras regiones del cuerpo con el desarrollo
de una lesidén cancerigena similar en la nueva ubicacidén. Una
célula "metastdsica" o '"en metdstasis" es una que pierde
contacto adhesivo con células vecinas y migran mediante al
corriente sanguinea o linfas del sitio primario de enfermedad
para invadir estructﬁras corporales vecinas.

Los términos "célula madre de céncer", "célula madre
de tumor', o "célula madre de tumor sélido" se usan de manera
iﬂdistinta en la presente y se refieren a una poblacidén de
células de un tumor sdélido que: (1) tienen capacidad
proliferativa extensiva; (2) son capaces de divisidén celular
asimétrica para generar una o mas clases de ©progenie
diferenciada con potencial proliferativo o de desarrollo,
reducido; y (3) son capaces de divisiones celulares simétricas
para autorrenovacidn o automantenimiento. Estas propiedades
de las "células madre de céncer", "células madre de tumor" o
"células madre de tumor sdblido" confieren a estas células
madre de céncer la capacidad de formar tumores palpables en el
trasplante en serie en un ratén inmunocomprometido en
comparacidén a la mayoria de tumores sdlidos que fallan para
formar tumores. Las c¢élulas madre de <céncer sufren
autorrenovacidn versus diferenciacidén de una manera cadtica

para formar tumores con tipos celulares anormales gque pueden
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cambiar durante el tiempo conforme se presenten mutaciones.
Las células madre de tumor sdélido difieren de la "linea de
células madre de cancer" proporcionada por la patente de los
Estados Unidos numero 6,004,528. En esta patente, 1la "lineé
de células madre de céncer" se define como un tipo de células
pgogenitoras que crecen lentamente que por si mismas tienen
pocas mutaciones pero que sufren divisiones celulares
simétricas en lugar de asimétricas como resultado de cambios
tumorigénicos que se presentan en el ambiente de la célula.
Esta hipdtesis de 1la "linea de células madre de céncer"
propone de esta manera gque células tumorales rdpidamente
proliferantes, ciertamente mutadas surgen en su mayor parte
como resultado de un ambiente anormal, gque provoca qgue las
células madre relativamente normales se acumulen vy entonces
sufran mutaciones que les provocan 1llegar a ser células
tumorales. La patente de los Estados Unidos numero 6,004,528
propone dgue este modelo se pueda wusar para mejorar la
diagnosis de céancer. El modelo de células madre de tumor
sdlido es fundamentalmente diferente del modelo de "linea de
células madre de cancer" y como resultado exhibe utilidades no
ofrecidas por el modelo de "linea de células madre de céncer".
Primero, las células madre de tumor sdélido no estén
“ﬁutacionalmente reservadas". La "linea de células madre de
cédncer mutacionalmente reservadas" descrita por la patenge dé

los Estados Unidos numero 6,004,528 se puede considerar una
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lesidén pre-cancerigena, en tanto que las células madrer de
tumor sdélido son células de céncer que pueden contener por si
mismas las mutaciones gque son regponsables de que la
tumorigénesis empiece en la etapa precancerigena hasta el
céncer de etapa tardia. Es decir, las céiulas madre de tumor
sélido ("células madre de cancer") se incluirdn entre las
células altamente mutadas que se distinguen de la "linea de
células madre de céncer" en la patente de los Estados Unidos
numero 6,004,528, Segundo, las mutaciones genéticas que
conducen a céancer pueden ser en su mayor parte intrinsecas
dentro de las células madre de tumor sélido asi como ser
ambientales. El modelo de células madre de tumor sdélido
predice que las células madre aisladas de ﬁumor sélido pueden
dar origen a tumores adicionales en el trasplante (explicando
de esta manera la metdstasis) en tanto que el modelo de "linea
de células madre de céncer" predecird que las células
t;asplantadas de la "linea de células madre de céncer" no sera
capaz de dar origen a un nuevo tumor, puesto gue fue su
ambiente anormal gque fue tumorigénico. En realidad, la
capacidad para trasplantar células madre de tumor sdlido,
humanas, disociadas y fenotipicamente aisladas a ratones (en
un ambiente que es muy diferente del aﬁbiente tumoral normal)
donde forman aun nuevos tumores distingue la presente
invencién del modelo de "linea de células madre de cancer".

Tercero, las células madre de tumor sélido igualmente se
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dividen tanto de forma simétrica como de manera asimétrica,
tal que la divisién celular simétrica no es una propiedad
obligada. Cuarto, las células madre de tumor sdélido pueden
dividirse rapidamente o de forma lenta, dependiendo de muchas
variables, tal que una lenta velocidad de proliferacidén no es
una caracteristica definitoria.

Los términos "célula de céancer", "célula tumoral" y
equivalentes gramaticales se refieren a la poblacidén total de
células derivadas de un tumor o una lesidén pre-cancerigena
incluyendo tanto células no tumorigénicas, gue comprendén el
volumen de la poblacién de células tumorales, y las células
madre tumorigénicas (células madre de céncer).

Como se usa en la presente, "tumorigénico" se
refiere a las caracteristica funcionales de una célula madre
de tumor sdélido que incluye las propiedades de autorrenovacidn
(que da lugar a células madre adicionales de céncer,
tumorigénicas) y proliferacidén para generar otras células
tumorales (que da origen a células tumorales diferenciadas vy
de esta manera no tumorigénicas) gque permite que las células
madre de tumor sdélido formen un tumor.

Como se usa en la presente, los términos "marcadores
de céncer de células madre", "marcadores de células madre de
céncer", "marcadores de células madre de tumor", o "marcadores
de células madre de tumor sdlido" se refieren a un gen o genes

o una proteina, polipéptido, o péptido expresado por el gen o
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genes cuyo nivel de expresidn, solo o en combinacidén con otros
genes, se correlacione con la presencia de células
tumorigénicas de céncer en comparacién a células no
tumorigénicas. La correlacidén puede relacionarse ya sea a una
expresidén incrementada o disminuida del gen (por ejemplo,
niveles incrementados o disminuidos de ARNm o el péptido
codificado por el gen).

Como se usa en la presente, los términos "biopsia" o
"tejido de biopsia" se refieren a una muestra de tejido o
fluido que se remueve de un sujeto para el propdsito de
determinar si la muestra contiene tejido cancerigeno. En
algunas modalidades, el tejido de biopsia o fluido de biopsia
se obtiene debido a que se sospecha que un sujeto tiene
cancer, vy el tejido o fluido de biopsia entonces se examina
para la presencia o ausencia de cancer.

Como se usa en la presente, el término "sujeto" se
refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero),
incluyendo, peroc no limitado a humanos, primates no humanos,
roedores, vy similares, que va a ser el receptor de un
tratamiento particular. Tipicamente, los términos "sujeto" y
"paciente" se usan de manera indistinta en la presente en
referencia a un sujeto humano.

"Farmacéuticamente aceptable" se refiere a aprobado
o.aprobable por una agencia reguladora del gobierno federal o

estatal o listada en la farmacopea de los Estados Unidos u
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animales, incluyendo humanos.

"Sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una
sal de un compuesto que es farmacéuticamente aceptable vy que
posee la actividad farmacoldgica deseada del compuesto de
origen.

"Exciplente, portador o adyuvante farmacéuticamente
aceptables" se refiere a un excipiente, portador o adyuvante
gque se puede administrar a un sujeto, junto con al menos un
anticuerpo de la presente descripcidn, y que no destruye la
actividad farmacoldgica del mismo y no es tdéxico cuando se
administra a dosis suficiente para distribuir una cantidad
terapéutica del compuesto.

"Vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a
un diluyente, adyuvante, excipiente, o portador con el cual se
administre al menos un anticuerpo de la presente descripcién..

"Profdrmaco" se refiere a un derivado de un
Cémpuesto terapéuticamente efectivo gue regquiere una
transformacidén dentro del cuerpo para producir el compuésto
terapéuticamente efectivo. Los profdrmacos pueden ser
farmacoldgicamente inactivos hasta convertirse al compuesto
terapéuticamente efectivo de origen.

El término "cantidad terapéuticamente efectiva" se
refiere a wuna cantidad de un anticuerpo, polipéptido,

polinucledétido, molécula orgénica pequefila, u otro farmaco
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efectivo para "tratar" una enfermedad o trastorno en un sujeto
o mamifero. En el caso de cancer, la cantidad
terapéuticamente efectiva del farmaco puede reducir el ntmero
de células de céncer; reducir el tamafio de tumor; inhibir o
detener la infiltracidn de células de céancer en los érganos
periféricos que incluyen, por ejemplo, la propagacidn de
cancer en tejido blando vy hueso; inhibir vy detener la
metdstasis tumoral; inhibir y detener el crecimiento tumoral;
aliviar en algun grado uno o mas de los sintomas asociados con
el céncer, reducir la morbilidad y mortalidad; mejorar la
calidad de vida; o una combinacién de estos efectos. Al grado
que el farmaco impide el crecimiento y/o aniguila células
existentes de céncer, se puede referir como citostdtico y/o
citotdxico.

Como se usa en la presente, "que proporciona un
diagnosis" o "informacién de diagnédéstico" se refiere a
cualqguier informacidén, incluyendo por ejemplo 1la presencia de
células madre de céncer, que es Util en determinar si un
paciente tiene una enfermedad o condicidn y/o en clasificar la
enfermedad o condicidén en una categoria fenotipica o cualquier
categoria que tenga significado con respecto a la prognosis de
o igualmente a la respuesta a tratamiento (ya sea tratamiento
en general o cualquier tratamiento particular) de la
enfermedad o condiciédn. De manera similar, diagnosis se

refiere a proporcionar cualquier tipo de informacidén de
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diagnéstico, incluyendo, pero no limitado a, si un sujeto es
probable gue tenga una condicidén (tal como un tumor), si el
tumor de wun sujeto comprende célulés madre de céancer,
informacién relacionada a la naturaleza o clasificacidén de un
tumor como por ejemplo un tumor de alto riesgo o un tumor de
bajo riesgo, informacidén relacionada a 1la prognosis vy/o
informacién ntil en seleccionar un tratamiento apropiado. La
seleccidén del tratamiento puede incluir la eleccidén de un
agente quimioterapéutico particular o de otra modalidad de
tratamiento tal como cirugia o radiacidén o una eleccidn acerca

de si se retiene o libera la terapia.

Como se usa en la presente, los términos "que
proporciona una prognosis", "informacidén de prondstico", o
"informacidn predictiva" se refieren a proporcionar

informacidén, incluyendo por ejemplo la presencia de células
madre de céncer en el tumor de un sujeto, con respecto al
impacto de la presencia de céncer (por ejemplo, como se
determina por los métodos de diagndstico de 1la presente
invencidén) en la salud futura de wun sujeto (por ejemplo,
morbilidad o mortalidad esperada, la probabilidad de padecer
céncer, y el riesgo de metastasis) .

Los términos tal como "que trata" o "tratamiento"' o
"para tratar" o "que alivia" o "para aliviar" se refieren
ambos a 1) medidas terapéuticas gue curan, retrasan,

disminuyen, los sintomas de, y/o detienen el progreso de una
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condicidén o trastorno patoldgico diagnosticado y 2) medidas
profilécticas o preventivas gque previenen y/o desaceleran el
desarrollo de una condicidn e} trastorno patoldgico
seleccionado como objetivo. De esta manera, aquéllos en
necesidad de tratamiento incluyen aquéllos vya con ei
trastorno; y aquéllos propensos a tener el trastorno; agquéllos
en quienes se va a prevenir el trastorno. Un sujeto "trata"
de manera exitosa de acuerdo a los métodos de la presente
invencidén si el paciente muestra uno o mas de los siguientes:
una reduccidén en el numero de o ausencia completa de células
de céncer; una reduccidén en el tamafio de tumor; la inhibicidn
de o una ausencia de 1infiltracidén de células de cancer en
6rganos periféricos que incluye, por ejemplo, la propagaéién
de céncer en tejido blando y hueso; la inhibicidén de una
ausencia de metdstasis de tumor; la inhibicidén o una ausencia
del crecimiento tumoral; el alivio de uno o mas sintomas
asociados con el céncer especifico; morbilidad vy mortalidad
reducida; mejora la calidad de vida; o alguna combinacidén de
los efectos.

Como se usa en la presente, los términos
"polinucledtido" o "&cido nucleico" se refieren a un polimero
compuesto de una multiplicidad de unidades de nucledtidos
(ribonucledtido o) desoxirribonucledtido o  variantes
estructurales relacionadas) enlazadas mediante enlaces de

fosfodiéster, incluyendo pero no limitado a, ADN o ARN. El

7
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término abarca secuencias gqgue incluyen cualguiera de 1los

anadlogos base conocidos de ADN y ARN, incluyendo, pero no

limitado a, d-acetilcitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenosina,
aziridinilcitosina, pseudoisocitosina, 5-
(carboxihidroxilmetil) -uracilo, 5-fluorouracilo, 5-
bromouracilo, 5~carboximetilaminometil-2-tiocuracilo, 5-
carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, inosina, N6-

isopenteniladenina, 1l-metiladenina, 1l-metilpseudouracilo, 1-

metilguanina, l-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-
metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-
metilcitosina, N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-

metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-
D-mannosilgueosina, 5'-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-
metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, éster
metilico del A&cido wuracil-5-oxiacético, dcido wuracil-5-
oxiacético, oxXlibutoxosina, pseudouracilo, - gueosina, 2-
tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo,
5-metiluracilo, éster metilico del acido N-uracil-5-
oxiacético, adcido uracil-5-oxiacético, pseudouracilo,
gueosina, 2-tiocitosina, y 2,6-diaminopurina.

La frase '"condiciones de hibridacidén severa" se
refiere a condiciones bajo las cuales una sonda hibridard a su
subsecuencia objetivo, tipicamente en una mezcla compleja de

dcidos nucleicos, pero no a otras secuencias. Las condiciones

severas son dependientes de la secuencia y serdn diferentes en
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diferentes circunstancias. Las secuencias mas largas
hibridizan especificamente a mayores temperaturas. Se
encuentra una guia extensa de 1la hibridacidén de é&cidos
nucleicos en Tijssen, Technigques in Biochemistry and Molecular
Biology - Hybridization with Nucleic Probes, "Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acids
assays" (1993) . En general, se seleccionan condiciones
severas para gue sean aproximadamente 5-10°C por abajo del

punto de fusidén térmica (Tm) para la secuencia especifica a

una concentracidén idénica definida, pH. La Tm es la
temperatura (bajo concentracidén idnica definida, PH, v
concentracidén nucleica) a la cual 50 % de 1las sondas

complementarias al objetivo hibridizan a la secuencia objetivo
en equilibrio (puesto gque las secuencias objetivo estén
presentes en exceso, a Tm, 50 % de las sondas se ocupan en
equilibrio). Las condiciones severas también se pueden lbgrar
con la adicidén de agentes desestabilizantes tal como
formamida. Para hibridacidén selectiva o especifica, una sefial
positiva es al menos dos veces la hibridacidén de fondo, de
manera preferente 10 veces 1la hibridacién de fondo. Las
condiciones de hibridacidn severas de ejemplo pueden ser como
sigue: 50 % de formamida, 5 x SSC, y 1 % SDS, incubando a
42°C, o, 5 x 8SSC, 1 % SDS incubando a 65°C, con lavado en 0.2

X SSC, y 0.1 % SDS a 6h°cC.

El término "gen" se refiere a una secuencia de acido
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nucleico (por ejemplo, ADN) que comprende secuencias
codificantes necesarias para la produccidén de un polipéptido,
precursor, o ARN (por ejemplo, ARNr, ARNt). El polipéptido se
puede codificar por una secuencia codificante de longitud
completa o por cualguier porcidén de la secuencia codificante

en tanto que se retengan la actividad deseada o propiedades

funcionales (por ejemplo, actividad enzimdtica, unidén de
ligando, transduccidén de sefial, inmunogenicidad, etc.) del

fragmento o longitud completa. El término también abarca la
régién codificante de un gen estructural y las secuencias
localizadas adyacentes a la regidén codificante tanto en ios
extremos 5' como 3' para una distancia de aproximadamente 1 kb
o mas en cualguier extfemo tal que el gen corresponda a la
longitud del ARNm de longitud completa. Las secuencias
localizadas 5' de la regidn codificante y presentes en el ARNm
se refieren como secuencias no traducidas 5°'. Las secuencias
localizadas 3' o hacia abajo de 1la regidén codificante vy
presentes en el ARNm se refieren como secuencias no traducidas
3. El término "gen" abarca tanto ADNc como formas gendmicas
de un gen. Una forma gendmica o clon de un gen contiene la
regidén codificante interrumpida con secuencias no codificantes
llamadas "intrones" o "regiones de intervencidén" o "secuencias
de intervencidén”. Los intrones son segmentos de un gen que se
transcriben en el ARN nuclear (ARNhn); los intrones pueden

contener elementos reguladores tal como intensificadores. Los
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intrones se remueven o "desempalman" del trascripto nuclear o
primario; los intrones por lo tanto estédn ausentes en el
transcripto del ARN mensajero (ARNm). E1l ARNm funciona
durante la traduccidn para especificar la secuencia u‘orden de
aminodcidos en un polipéptido naciente. Ademéds de contener
intrones, 1las formas gendmicas de un gen también pueden
incluir secuencias localizadas tanto en el extremo 5' como en
el 3' de las secuencias que estdn presentes en el transcripto
de ARN. Estas secuencias se refieren como secuencias o
regiones de *“"flanqueo" (estas secuencias de flangqueo estéan
localizadas 5' o 3' a las secuencias no traducidas presentes
en el transcrito de ARNm). La regidén de flangqueo 5' puede
céntener secuencias reguladoras tal como  promotores e
intensificadores que controlan o tienen influencia en. la
transcripcidén del gen. La regién de flanqueo 3' puede

contener secuencias que dirigen la terminacidén de la

transcripcidn, escisidén post-transcripcional v
poliadenilacidn.
El término "recombinante" cuando se usa con

z 3

referencia a una célula, A&cido nucleico, proteina o vector
indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector se han
modificado por la introduccidén de un &cido nucleico o proteina
heterdlogo, la alteracidén de un &acido nucleico o proteina
nativa, o que la célula se deriva de una célula modificada de

esta manera. De esta manera, por ejemplo, las células
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recombinantes expresan genes gque no se encuentran dentro de la
forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes
nativos que se sobreexpresan o se expresan de otro modo de
forma anormal tal como por ejemplo, expresados como fragmentos
gue no se presentan de manera natural o variantes de empalme.
Por el término "Acido nucleico recombinante" se quiere decir
en la presente &cido nucleico, originalmente formado in vitro,
en general, por la manipulacidén de A&cido nucleico, . por
ejemplo, usando polimerasas y endonucleasas, en una forma no
encontradas normalmente en la naturaleza. De esta manera, el
enlace operable de diferentes secuencias se logra. De esta
manera, un acido nucleico aislado, en una forma lineal, o un
vector de expresidn formado in vitro al ligar moléculas de ADN
gue normalmente no estan unidas, se consideran ambos
recombinantes para los propdsitos de esta invencidn. Se
entiende qué ‘una vez que se hace un &cido nucleico
recombinante yv se introduce en una. célula hospedadora u
organismo, se replicard de manera no recombinante, es decir,
usando la maquinaria celular in vivo de la célula hospedadora
en lugar de manipulaciones in vitro; sin embargo, estos acidos
nucleicos, una vez producidos de manera recombinante, aunque
replicados subsiguientemente de forma no recombinante, aun se
consideran recombinantes para los propdsitos de la invencidn.
De manera similar, una "proteina recombinante" es una proteina

hecha usando técnicas recombinantes, es decir, a través de la
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expresidén de un &cido nucleico recombinante como se representa
anteriormente.

Como se wusa en la presente, el término "gen
heterdlogo" se refiere a un gen que no estd en su ambiente
natural. Por ejemplo, un gen heterdlogo incluye un gen de una
especie introducida en otra especie. Un gen heterdlogo
también incluye un gen nativo a un organismo qﬁe se ha
alterado de alguna manera (por ejemplo, mutado, adicionado en
miltiples copias, enlazado a secuencias reguladoras no
nativas, etc.). Los genes heterdlogos se distinguen de genes
enddégenos vya que las secuencias de genes heterdlogos
tipicamente se unen a secuencias de ADN que no se encuentran
de forma natural asociadas con las secuencias génicas en el
cromosoma © se asocian con porciones del cromosoma no
encontradas en la naturaleza (por ejemplo, genes expresados en
locus donde normalmente no se expresa el gen).

Como se usa en la presente, el término "vector" se
usa con referencia a moléculas de 4&cido nucleico que
transfieren segmentos de ADN desde una célula a otra. El
término "vehiculo" algunas veces se usa de manera indistinta
como "vector". Los vectores frecuentemente se derivan de
plésmidos, bacteridéfagos, o virus vegetales o animales.

"Ligacidén" se refiere al proceso de formar enlaces
de fosfodiéster entre dos fragmentos de acido nucleico de

doble hebra. Al menos que se proporcione de otro modo, se
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puede lograr la ligacidén usando amortiguadores y condicione
conocidas con 10 unidades de T4-ADN-ligasa ("ligasa") por 0.5
g de cantidades aproximadamente equimolares de los fragmentos
de ADN gue se ligan. La ligacidén del &cido nucleico puede
servir para enlazar dos proteinas conjuntamente en cuadro para
producir una proteina individual, o proteina de fusidn.

Como se usa en la presente, el término "expresidn
génica" se refiere al proceso de convertir informécién
genética codificada en un gen en ARN (por ejemplo, ARNm, ARNr,
ARNt, o ARNsn) a través de la "transcripcidén" del gen (por
ejemplo, medianté la accidén enzimdtica de una ARN-polimerasa),
y para 1los genes que codifican para la proteina, en lé
proteina a través de la "traduccidén" del ARNm. Se puede
régular la expresidén del gen en muchas etapas en el proceso.
El r"favorecimiento de la expresidén" o 1la "activacidén" se
refieren a la regulacién que incrementa la produccidén de
productos de expresidn génica (por ejemplo, ARN, o proteina),
en tanto que la "reduccidén de la expresidén" o "represidn" se
refiere a la regulacidén que disminuye la produccidn. Las
moléculas (por ejemplo, factores de transcripcidn) que estén

comprendidas en el favorecimiento de la expresién o en la

reduccidn de la expresidn frecuentemente se llaman
"activadores" y "represores", respectivamente.
Los términos "polipéptido", "péptido", "proteina", y

"fragmento de proteina" se usan de manera indistinta en 1la
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presente para referirse a un polimero de residuos de
aminodcido. Los términos aplican a polimeros de aminoédcidos
en los cuales uno o0 més residuos de aminodcido son un mimético
quimico artificial de un correspondiente aminodcido que se
presenta de manera natural, asi como a polimeros de
aminoadcidos que se presentan de manera natural y a polimeros
de aminoacidos gque no se presentan de manera natural.

El término "aminodcido" se refiere a aminodcidos que
se presentan de manera natural y sintéticos, asi como andlogos
de aminodcidos y miméticos de aminocdcidos que funcionan de
manera similar a los aminocdcidos que se presentan de forma
natural. Los aminodcidos que se presentan de forma natural
son aquéllos codificados por el cbédigo genético, asi como
aquellos aminoécidos gque se modifican posteriormente, por
ejemplo, hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato, Y O-
fosfoserina. Los anédlogos de aminodcido se refieren a
cémpuestos que tienen la misma estructura quimica basica como
un aminodcido que se presenta de forma natural, por ejemplo;
un carbdén alfa gque se une a un hidrdgeno, un grupo carboxilo,
un grupo amino, Yy un grupo R, por ejemplo, homoserina,
norleucina, sulféxido de metionina, metionina-metil-sulfonio.
Estos andlogos tilienen grupos R modificados (por ejemplo,
norleucina) o} estructuras peptidicas modificadas, pero
retienen la misma estructura quimica bédsica como un aminodcido

gque se presenta de forma natural. Los miméticos de aminoacido
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se refieren a compuestos quimicos que tienen una estructura
que es diferente de la estructura gquimica general de un
amino&cido, pero que funcionan de manera similar a un
aminodcido que se presenta de forma natural.

"Variantes conservadoramente modificadas" aplica

tanto a secuencias de amino&cidos como secuencias de &acido

nucleico. Las "variantes de aminodcido" se refieren a
secuencias de aminodcidos. Con respecto a las secuencias
particulares de adcido nucleico, las variantes

conservadoramente modificadas se refieren a agquellos acidos
nucleicos que codifican para secuencias idénticas o
esencialmente idénticas de aminodcidos, o donde el &cido
nucleico no codifica para una secuencia de aminoacidos, a
secuencias esencialmente idénticas o asociadas (por ejemplo,
naturalmente contiguas). Debido a la degeneracidén del cdédigo
genético, un gran numero de écidos nucleicos funcionalmente
idénticos codifican para muchas proteinaé. Por ejemplo, los
codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican todos para el aminodcido
alanina. De esta manera, en cada posicidén donde se especifica
una alanina por un coddén, el codén se puede alterar a otro de

los codones correspondientes descritos sin alterar el

polipéptido codificado. Estas variaciones de &cido nucleico
son "variaciones poco notorias", que son una especie de
variaciones conservadoramente modificadas. Cada secuencia de

4dcido nucleico en la presente que codifica para un polipéptido
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también describe variaciones poco notorias del &cido nucleico.
Un experto reconocerd que en ciertos contextos cada coddén en
un acido nucleico "excepto AUG, que ordinariamente es el unico
codén para metionina, y TGG, que es ordinariamente el unico
coddn para triptofano) se puede modificar para producir una
molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, las
variaciones poco notorias de un acido nucleico que codifican
para un polipéptido estdn implicitas en una secuencia descrita
con respecto al producto de expresidn, pero no con respecto a
las secuencias reales dé sonda. Con respecto a las secuencias
de aminodcido, un experto en la técnica reconocéré que las
sustituciones, supresiones o adiciones individuales a un &cido
nucleico, péptido, polipéptido o secuencia de proteina que
alteran, adicionan o suprimen un aminodcido individual o un
pequefio porcentaje de aminodcidos en la secuencia purificada
es una "variante conservadoramente modificada" que incluye
donde 1la alteracidén da por resultado la sustitucidén de un
aminodcido con un aminodcido quimicamente similar. Las tablas
de sustitucidén conservadora que proporcionan aminodcidos
funcionalmente similares son bien conocidas en la técnica.
Estas variantes conservadoramente modificadas ademés de y no
excluyente variantes polimdérficas, homdélogos interespecie y
alelcs de la invencidn. Las sustituciones tipicamente
conservadoras incluyen: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido

aspartico (D), Acido glutémico (E); 3) Asparagina (N),
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Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (I),
Lerucina (L), Metionina (M), Valina (V); 6) Fenilalanina (F),
Tirosina (Y), Triptofano (W); 7) Serina (S), Treonina (T); vy
8) Cisteina (C), Metionina (M) (ver, por. ejemplo, Creighton,
Proteins (1984)).

El término "marcado con epitopo " como se usa en la
presente se refiere a un polipéptido quimérico que comprende
una proteina marcadora de células madre de cancer, o una
secuencia de dominio o porcidn de la misma, fusionado a una
"marca de - epitopo". El polipéptido de marca de epitopo
comprende suficientes residuos de aminoacido para proporcionar
un epitopo para reconocimiento por un anticuerpo, aun es
suficientemente corto tal que no interfiere con la actividad
de la proteina marcadora de células madre de céancer. Las
marcas de epitopo adecuadas tienen en general al menos seis
residuos de aminodcido, usualmente entre aproximadamente 8 a
aproximadamente 50 residuos de aminoacido, v a veces
entre aproximadamente 10 a aproximadamente 20 residuos. Las
marcas cominmente usadas de epitopos incluyen las marcas Fc,
HA, His, y FLAG.

La presente invencidén proporciona composiciones vy
métodos para estudiar, diagnosticar, caracterizar y tratar
céncer. En particular, la presente iﬁvencién proporciona
anticuerpos contra marcadores de c¢élulas madre de tumores

sélidos y métodos para usar esos anticuerpos para inhibir el

\{
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crecimiento tumoral y para tratar céncer en pacientes humanos.
En cilertas modalidades, los anticuerpos de la presente
invencidén incluyen anticuerpos antagonistas gque se unen de
manera especifica a una proteina marcadora de células madre de
cancer e interfieren con, por ejemplo, la unidén de 1ligando,
dimerizacidén de receptor, expresidn de una proteina marcadora
de células madre de cancer, y/o seflalizacidén de una proteina
marcadora de células madre de cédncer. En ciertas modalidades,
los anticuerpos descritos incluyen anticuerpos agonistas que
se unen especificamente a una proteina marcadora de células
madre de céncer y promueve, por ejemplo, la unidén de ligando,
dimerizacidén de receptor, y/o seflalizacidn por una proteina
marcadora de células madre de céncer. En ciertas modalidades,
los anticuerpos descritos no interfieren con o promueven la
actividad bicldgica de una proteina marcadora de células médre
de céncer pero inhiben el crecimiento tumoral, por ejemplo,
por internalizacidén vy/o reconocimiento por el sistema
inmunitario. En ciertas modalidades, los anticuerpos
reconocen de manera especifica mds de una proteina marcadora
de células madre de tumores sdlidos.

Se proporciona un anticuerpo aislado que se une de
manera especifica a un epitopo de DLL4 humano por una
combinacidén de la regidn N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO:
27) y DSL humano (SEQ ID NO: 26), en donde el anticuerpo

afecta el crecimiento de un tumor. En ciertas modalidades, el
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anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En ciertas
modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico. En
ciertas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado. En ciertas modalidades, el anticuerpo es un
anticuerpo  humano. Se proporciona adicionalmente una

composicidn farmacéutica que comprende un anticuerpo de la
presente descripcidn v un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Se proporciona adicionalmente un método para tratar
cancer que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo o una composicidén farmacéutica de 1la
presente descripcidn. En ciertas modalidades, el anticuerpo
se conjuga a una porcidn citotéxica. En ciertas modalidades,
el método comprende ademds administrar al menos un agente

terapéutico adicional apropiado para efectuar la terapia de

combinacidén. En ciertas modalidades, las células de tumor se
eligen de un tumor de mama, tumor colorrectal, tumor de
pulmén, tumor de préstata, tumor pancredtico, y un tumor de

cabeza v cuello.

Igual gue los tejidos en los cuales se originan, los
tumores sdlidos consisten de una poblacidn heterogénea de
células. Que la mayoria de estas células carecen de
tumorigenicidad sugiliere que el desarrdllo vy mantenimiento de
los tumores sdélidos también depende de una pequefia poblacidn

de células madre (por ejemplo, células tumorigénicas de
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cancer) con la capacidad para proliferar vy dar origen
eficientemente tanto a células madre adicionales de tumor
(auto-renovacidén) y a la mayoria de las células de tumor més
diferenciadas que carecen de potencial tumorigénico (es decir,
células de céncer no tumorigénicas). El concepto de células
madre de céncer se introdujo primero brevemente después del
descubrimiento de células madre hematopoyéticas (HSC) vy se
establecid experimentalmente en leucemia mieldgena aguda (AML)
(Park et al., 1971, J. Natl. Cancer Inst. 46:411-22; Lapidot
et al., 1994, Nature 367:645-8; Bonnet & Dick, 1997, Nat. Med.
3:730-7; Hope et al., 2004, Nat. Immunol. 5:738-43). Més
recientemente se han aislado células madre de tumores sdélidos
en base a su expresidén de un patrdén Unico de receptores de
superficie celular y en la valoracién de sus propiedades de
autorrenovacidén y proliferaciédn en cultivo y en modelos de
animal de xenoinjerto. Se descubridé una poblacidén ESA+ CD44+
CD24-/linaje bajo mayor que 50 veces enriquecida para la
capacidad para formar tumores con relacidén a células tumorales
né fraccionadas (Al-Hajj et al., 2003, Proc. Nat'l, Acad. Sci.
100:3983-8) . La capacidad para aislar células madre
tumorigénicas de céncer a partir de la masa de células
tumorales no tumorigénicas ha conducido a la identificacidén de
marcadores de células madre de céncer, genes con expresidn
diferencial en células madre de céncer en comparacién a

células no tumorigénicas de tumor o epitelio normal de mama,
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usando andlisis de microarreglo. La presente invencidn emplea
el conocimiento de estos marcadores identificados de éélulas
madre de céncer para diagnosticar y tratar céncer.

Los marcadores de células madre de céncer de la
presente invencién se refieren a DLL4 humano, un ligando de
receptor de Notch. La ruta de seflalizacidén de Notch es uno de
varios reguladores criticos de formacidn de patrdn embridnico,
mantenimiento de tejido post-embridnico, y biologia de células
madre. De manera mas especifica, la seflalizacidén de Notch
estd comprendida en el proceso de inhibicidén lateral entre
destinos celulares adyacentes y juega un papel importante en
la determinacidén del destino celular durante divisiones
celulares asimétricas. La seflalizacidén desregulada de Notch
se asocia con numerosos canceres humanos donde puede alterar
el destino de desarrollo de células de tumor para mantenerlas
en un estado indiferenciado y proliferativo (Brennan y Brown,:
2003, Breast C(Cancer Res. 5:69). De esta manera, la
carcinogénesis puede proseguir al usurpar mecanismos
homeostaticos que controlaﬁ el desarfollo normal y la
reparacién normal de tejido por poblacidén de células madre
(Beachy et al., 2004, Nature 432:324).

El receptor de ©Notch se identificdé primero en
mutantes de Drosophila. La haploinsuficiencia de Notch de
Drosophila da por resultado muescas en el margen del ala en

tanto que la pérdida de funcidén produce un fenotipo



10

15

25

59

"neurogénico" letal embridnico donde las células de la
epidermis cambian el destino a tejido neural (Moohr, 1919,
Genet. 4:252; Poulson, 1937, PNAS 23:133; Poulson, 1940, J.
Exp. Zool. 83:271). El receptor de Notch es un receptor
transmembrana de paso unico que contiene numerosas
repeticiones en tandem tipo factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y repeticiones de Notch/LIN-12 ricas en cisteina dentro
de un dominio extracelular grande (Wharton et al., 1985, Cell
43:567; Kidd et al., 1986, Mol. Cell Biol. 6:3094; revisado en
Artavenis et al., 1999, Science 284:770). Se han identificado
cuatro proteinas de Notch de mamifero (NOTCH1, NOTCHZ2Z, NOTCH3,
y NOTCH4), y las mutaciones en estos receptores dan por
resultado invariablemente anormalidades de desarrollo vy
patoclogias humanas que i1incluyen varios cénceres como se
describe en detalle méas adelante (Gridley, 1997, Mol. Cell
Neurosci. 9:103; Joutel & Tournier-Lasserve, 1998, Semin. Cell
Dev. Biol. 9:619-25).

El receptor de Notch se activa por ligandos
transmembrana de paso unico de la familia Delta, Serrado, Lag-
2 (DSL) . Los ligandos de Notch conocidos en mamiferos, tipo
Delta 1 (Dl11), tipo Delta 3 (D113), 'tipo Delta 4 (D114),
Dentado 1 v Dentado 2, se caracterizan por un dominio DSL vy
repeticiones en tandem  tipo EGF dentro del dominio
extracelular. El dominio extracelular del receptor de Notch

interactia con aquél de sus ligandos, tipicamente en células
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adyacentes, dando por resultado dos escisiones proteoliticas
de Notch, una escisidn extracelular mediada por una ADAM-
pfoteasa Yy una escisidén dentro del dominio transmembrana
mediada por gamma-secretasa. Esta escisidn posterior genera
el dominio intracelular de Notch (NICD). El NICD entonces
entra al nidcleo donde activa la familia CBF1l, Supresor de
Peldn ([Su(H)], Lag-2 (CSL) de factores de transcripcidén como
los principales efectores en la direccidn 3' para incrementar
la transcripcidén de factores de transcripcidén de hélice-asa-
hélice, basicos, nucleares de la familia peludo e
intensificador de divisidén [E(spl)] (Artavanis et al., 1999,

Science 284:770; Brennan y Brown, 2003, Breast Cancer Res.

5:69; Iso et al., 2003, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
23:543) . También pueden existir en mamiferos (Martinez et
al., 2002, Curr. Opin. Genet. Dev. 12:524-33), rutas

intracelulares alternativas dgue comprenden la proteina
citoplésmica Deltex identificada en Drosophila, y esta ruta
dependiente de Deltex puede actuar para suprimir la expresidn
de los genes objetivo Wnt (Brennan et\al., 1999, Curr. Biol.
9;707—710; Lawrence et al., 2001, Curr. Biol. 11:375-85).

Las células madre hematopoyéticas (HSC, por >sus
siglas en inglés) son las células madre mejor éntendidas en el
cuerpo, y la seflalizacidén de Notch estd implicada tanto en su
mantenimiento normal asi como en la transformacidén leucémica

(Kopper & Hajdu, 2004, Pathol. Oncol. Res. 10:69-73). Las HSC



o®

10

15

20

25

61

son una poblacidén rara de células que reside en un nicho
estomal dentro de la médula désea de adulto. Estas células se
caracterizan tanto por un perfil Unico de expresidén génica asi
como por una capacidad para dar origen de forma continua a
células progenitoras més diferenciadas para reconstituir el
sistema hematopoyético completo. La activacidn constitutiva de
la seflalizacidén de Notchl en las HSC y células progenitoras
establece lineas de células inmortalizadas gque generan tanto
células linfoides como mieloides in vitro y en ensayoé de
reconstitucidén a largo plazo (Varnum-Finney et al., 2000, Nat.
Med. 6:1278-81), y la presencia de Dentado 1 incrementa el
injerto de poblaciones de células . de médula &sea humana
enriquecidas para HSC (Karanu et al., 2000, J. Exp. Med.
192:1365—72). Ma&s recientemente, se ha demostrado la
seflalizacién de Notch en las HSC in vivo y mostrd estar
comprendida en la divisidén de la diferenciacidén de las HSC.
Adicionalmente, la seflalizacidén de Notch parece ser reqgquerida
para la auto-renovacidén de las HSC mediada por Wnt (Duncan et
al., 2005, Nat. Immunol. 6:314).

La ruta de seflalizacidén de Notch también juega un
papel central en el mantenimiento de células madre neurales vy
estd implicada tanto en su mantenimiento normal asi como en
canceres de cerebro (Kopper & Hadju, 2004, Pathol. Oncoi. Res.
10:69-73; Purow et al., 2005, Cancer Res. 65:2353-63; Hallahan

et al., 2004, Cancer Res. 64:7794-800). Las células madre
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neurales dan origen a todas las células neurales y gliales en
el sistema nervioso de los mamiferos durante el desarrolio, v
mds recientemente se han identificado en el cerebro de adulto
(Gage, 2000, Science 287:1433-8). Ratones deficientes de
Notchl; 1los genes objetivo de Notch Hesl, 3 vy 5; vy un
regulador de la seflalizacidén de Notch, presenilinal (PS1)
muestran numeros disminuidos de células madre neurales
embridnicas. Adicionalmente, se reducen las células madre
neurales de adulto en los cerebros de ratones heterocigotos
PS1 (Nakamura et al., 2000, J. Neurosci. 20:283-93; Hitoshi et
al., 2002, Genes Dev. 16:846-58). La reduccidén en las células
madre neurales parece resultar de su diferenciacidn prematura
en neuronas (Hatakeyama et al., 2004, Dev. 131:5539-50)
sugiriendo que la seflalizacidn de Notch regula la

diferenciacién vy autorrenovacidén de las células madre

neurales.

La seflalizacidédn anormal de Notch estd implicada en
varios canceres humanos. El gen de NOTCH1 en humanos se
identificd primero en un subconjunto de leucemias

linfoblésticas agudas de células T como un locus trascolocado
gue da por resultado la activacidén de 1la ruta de Notch
(Ellisen et al., 1991, Cell 66:649-61). La activacién
constitutiva de 1la seflalizacidén de Notchl en células T en
modelos de ratdén genera de manera similar linfomas de células

T gue sugieren un papel causante (Robey et al., 1996, Cell
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87:483-92; Pear et al., 1996, J. Exp. Med. 183:2283-91; Yan et
al., 2001, Blood 98:3793-9; Bellavia et al., 2000, EMBO J,
19:3337-48). Recientemente, se ha encontrado gque las
mutaciones, inserciones y supresiones puntuales de NOTCHL que
producen sefializacidén anormal de NOTCH1 estdn frecuentemente
presentes tanto ‘en leucemia linfoblédstica aguda/linfoma de
células T de nifios y adultos (Pear & Aster, 2004, Curr. Opin.
Hematol. 11:416-33).

La insercidén frecuente del virus de tumor mamario de
ratdédn tanto en el locus Notchl y Notch4 en tumores mamarios y
los resultantes fragmentos activados de proteina Notch implicéd

primero la seflalizacién de Notch en el cancer de mama

(Gallahan & Callahan, 1987, J. Virol. 61:66-74; Brennan &

Brown, 2003, Breast Cancer Res. 5:69; Politi et al., 2004,
Semin. Cancer Biol. 14:341-7). Estudios adicionales en
ratones transgénicos han confirmado un papel para Notch en la
ramificacidén ductal durante el desarrollo normal de Ila
gléndula mamaria, y una forma constitutivamente activa de
Notch4 en células epiteliales mamarias que inhibe 1la
diferenciacidén epitelial y da por resultado tumorigénesis
(Jhappan et al., 1992, Genes & Dev. 6:345-5; Gallahan et al.,
1996, Cancer Res. 56;1775—85; Smith et al., 1995, Cell Growth
Differ. 6:563-77; Sorianc et al., 2000, Int. J. Cancer 86:652-
9; Uyttendaele et al., 1998, Dev. Biol. 196:204-17; Politi et

al., 2004, Semin. Cancer Biol. 14:341-7). Actualmente, 1la

!
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evidencia de un papel de Notch en céncer de mama humano se
limita a la expresidn de receptores de Notch en carcinomas de
mama y su correlacidén con el resultado clinico (Weijzen et
al., 2002, Nat. Med. 8:979-86; Parr et al., 2004, Int. J. Mol.
Med. 14:779-86) . Adicionalmente, se ha observado 1la
sobreexpresién de la ruta de Notch en cénceres cervicales
(Zagouras et al., 1995, PNAS 92:6414-8), carcinoma de células
renales (Rae et al., 2000, Int. J. Cancer 88:726-32),

carcinoma de células escamosas de cabeza v cuello (Leethanakul

et al., 2000, Oncogene 19:3220-4), canceres endometriales
(Suzuki et al., 2004, Int. J. Oncol. 17:1131-9), Y
neuroblastomas (van Limpt et al., 2000, Med. Pediatr. Oncol.

35:554-8) indicativo de un papel potencial de Notch en el
desarrollo de wvarios neoplasmas. De manera interesante, 1la
seflalizacidén de Notch puede jugar un papel en el mantenimiento
del estado indiferenciado de células neoplédsticas mutantes
de Apc del colon (van Es & Clevers, 2005, Trends Mol. Med.
11:496-502) .

La ruta de Notch también estéa comprendidé en
miltiples aspectos del desarrollo vascular gque incluyen
proliferacidn, migracién, diferenciacidén de misculo 1liso,
angiogénesis y diferenciacidén arterial-venosa (Iso et al.,
2003, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 23:543). Por ejemplo,
las mutaciones nulas homocigotas en Notch-1/4 y Dentado-1 asi

como pérdida heterocigota de D114 da por resultado varios
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defectos aunque variables en el desarrollo arterial vy
vascularizacién del saco vitelino. Adicionalmente, 1los
embriones de ratones hipomdérficos de Notch 2 deficientes de
D111 muestran hemorragia gue probablemente resulta de un
desarrollo pobre de estructuras vasculares (Gale et al., 2004,
PNAS, 101:15949-54; Krebs et al., 2000, Genes Dev. 14:1343.52;
Xue et al., 1999, Hum. Mel Genet. 8:723—30; Hrabe de Angelis
et al., 1997, Nature 386:717-21; McCright et al., 2001, Dev.
128:491-502) . En humanos, las mutaciones en DENTADOl se
asocian con sindrome de Alagille, un trastorno de desarrollo
que incluye defectos vasculares, y las mutaciones en NOTCH3
son resgsponsables de demencia vascular heredada (CADASIL) en 1la
cual es defectuosa la homeostasis de los vasos (Joutel et al.,
1996, Nature 383:707-10).

La identificacidén de DLL4 comoc se expresa en células
madre de céncer en comparacidén a epitelio normal de mama
sugiere la seleccidén como objetivo de la ruta de Notch para
eliminar no sélo la mayoria de las células no tumorigénicas de
cancer, sino también las células tumorigénicas responsables de
la formacidn Y reincidencia de tumores sélidos.
Adicionalmente, debido al papel prominente de la angiogénesis
en la formacidén y mantenimiento de tumores, la seleccidn como
objetivo de la ruta de Notch mediante anticuerpos contra DLL4
también puede inhibir de manera efectiva la angiogénesis,

privando a un cancer de nutrientes y contribuyendo a su
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eliminacién.

De esta manera, la presente invencidn proporciona un
marcador de células madre de céncer, la expresidén del cual se
puede analizar para diagnosticar o monitorizar una enfermedad
asociada con cédncer. En algunas modalidades, la expresidn de
un marcador de células madre de céncer se determina por 1la
expresidén de polinucledtidos tal como, por ejemplo, ARNm gue
codifica para el marcador de células madre de céncer. El
polinucledtido se puede detectar y cuantificar por cualquiera
de varios medios bien conocidos por aquellos expertos en la
técnica. En algunas modalidades, el ARNm gue codifica para un
marcador de células madre de céncer se detecta por hibridacidn
in situ de secciones de tejido de, por ejemplo, una biopsia de
paciente. En algunas modalidades, se aisla ARN de un tejido y
se detecta por ejemplo por transferencia Northern, RT-PCR
cuantitativa, o microarreglos. Por ejemplo, se puede extraer
el ARN total de una muestra de tejido y los cebadores que
hibridizan y amplifican de manera especifica un marcador de
células madre de céncer se puede usar para detectar la
expresidén de un polinucledtido de marcador de células madre de
cancer usando RT-PCR.

En ciertas modalidades, la expresidén de un marcador
dé células madre de céncer se puede determinar por deteccidn
del polipéptido correspondiente. El polipéptido se buede

detectar y cuantificar por cualquiera de varios medios bien
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conocidos por aguellos expertos en la técnica. En algunas
modalidades, un polipéptido de marcador de células madre de
cancer se detecta usando métodos biogquimicos analiticos tal
como por ejemplo, electroforesis, electroforesis capilar,
cromatografia ligquida de alto desempefioc (HPLC) o cromatografia
de capa delgada (TLC). El polipéptido aislada también se
puede secuenciar de manera a técnica normales. En algunas
modalidades, se detecta una proteina marcadora de células
madre de céncer con anticuerpos formulados contra la proteina
usando, por ejemplo, inmunofluorescencia o inmunohistoquimica
en secciones de tejido. De manera alternativa, los
anticuerpos contra un marcador de células madre de céancer
puede detectar la expresidén usando, por ejemplo, ELISA, FACS,
transferencia Western, inmunoprecipitacidén o microarreglos de
proteina. Por ejemplo, se pueden aislar células madre de
céncer de una biopsia de paciente y se detecta la expresidn de
una proteina marcadora de células madre de cancer con
anticuerpos fluorescentemente marcados usando FACS. En otro
método, las células gue expresan un marcador de células madre
de cancer se pueden detectar in vivo usando anticuerpos
marcados en un sistema tipico de formacidén de imégenes.
Por ejemplo, los anticuerpos marcados con isdétopos
paramagnéticos se pueden usar para formacién de imagenes
por resonancia magnética (MRI).

En algunas modalidades de la presente invencidn, un
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ensayo de diagndéstico comprende determinar la expresidén o no
de un marcador de células madre de céncer en células de tumor
usando, por ejemplo, inmunohistoquimica, hibridacidén in situ,
o RT-PCR. En otras modalidades, un ensayo de diagndstico
comprende determinar los niveles de expresidén de un marcador
de células madre de céncer usando, por ejemplo, RT-PCR
cuantitativa. En algunas modalidades, un ensayo de
diagndéstico comprende ademds determinar los niveles de
expresidén de un marcador de células madre de céncer en
comparacidén a un tejido de control tal como por ejemplo,
epitelio normal.

La deteccidén de la expresién de un marcador de
células madre de cancer entonces se puede usar para
proporcionar una prognosis y seleccionar una terapia. Una
prognosis se puede basar en lo gue indigue cualqguier expreéién
conocida de riesgo de un marcador de células madre de cancer.
Adicionalmente, se puede usar la deteccidn de un marcador de
células madre de céncer para seleccionar una terapia apropiada
gue incluye, por ejemplo, tratamiento con anticuerpos contra
la proteina marcadora, detectada, de células madre de céancer.
En ciertas modalidades, el anticuerpo se une de manera
especifica al dominio extracelular de una proteina
marcadora de células madre de cancer tal como el ligando de
receptor de Notch, DLL4.

En el contexto de la presente invencidn, un
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anticuerpo adecuado es un agente gue puede tener uno o mas de
los siguientes efectos, por ejemplo: interferir con la
expresién de un marcador de células madre de céncer;
interferir con la activacién de una ruta de traduccidén de
sefiales de células madre de cancer, por ejemplo al inhibir
estéricamente interacciones entre un marcador de células madre
de cancer y su ligando, receptor o co-receptores; activar una
ruta de traduccidén de seflales de células madre de céncer, por
ejemplo al actuar como un ligando o al promover la unidén de un
ligando enddégeno; o unidén a un marcador de células madré de
cancer y al inhibir la proliferacidén de células tumorales.

En ciertas modalidades, los anticuerpos contra un
marcador de células madre de céncer actian de manera
extracelular para modular la funcidén de una proteina marcadora
de células madre de céncer. En algunas modalidades, la unidn
extracelular de un anticuerpo contra un marcador de células
madre de céncer puede inhibir la seflalizacidén de una proteina
marcadora de células madre de céncer, por ejemplo al inhibir
la activacidn intrinseca (por ejemplo, la actividad de cinasa)
de un marcador de células madre de céncer vy/o al inhibir
estéricamente la interaccidn, por ejemplo, de un marcador de
células madre de céncer con su ligando, con su receptor, con
un co-receptor, o con la matriz extracelular. En algunas
modalidades, la unidn extracelular de un anticuerpo contra un

marcador de células madre de céncer puede reducir la expresidn
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en superficie celular de un marcador de células madre de
cédncer tal como por ejemplo, por internalizacidén de una
proteina marcadora de células madre de céncer o al disminuir
el trafico de superficie celular de un marcador de células
madre de cancer. En algunas modalidades, la unién
extracelular de un anticuerpo contra un marcador de células
madre de cancer puede promover la sefializacidén de una proteina
marcadora de células madre de céancer por ejemplo al actuar
como un ligando de sefiuelo o al incrementar la unidn a
ligando.

En ciertas modalidades, 1los anticuerpos contra un
marcador de células madre de céncer se unen a una proteina
marcadora de células madre de céncer y tienen uno o més de los
siguientes efectos: inhiben la proliferacidén de células de
tumor, activan la muerte celular de c¢élulas de tumor,
promueven la diferenciacidén de células de tumor en un tipo
celular menos tumorigénico, o impiden la metdstasis de las
células de tumor. En ciertas modalidades, los anticuerpos
céntra un marcador de células madre de caéncer activan la
muerte celular medianté una toxina conjugada, agente
guimioterapéutico, radioisdtopo, u otro agente. Por ejemplo,
un anticuerpo contra un marcador de células madre de céncer se
conjuga a una toxina que se activa en células de tumor gque
expresan el marcador de <c¢élulas madre de céncer por

internalizacidén de proteina.
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En ciertas modalidades, los anticuerpos contra un
marcador de células madre de cancer media la muerte celular de
una célula que expresa la proteina marcadora de células madre
de céncer mediante citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC). La ADCC comprende la lisis celular por
células efectoras que reconocen la porcidén Fc de un
anticuerpo. Muchos linfocitos, monocitos, macréfagos de
tejido, granulocitos vy eosindéfilos, por ejemplo, tienen
receptores de Fc¢ y pueden mediar la citdlisis (Dillman, 1994,
J. Clin. Oncol. 12:1497).

En ciertas modalidades, los anticuerpos contra un
marcador de células madre de céncer activan la muerte celulaf
de una célula que expresa una.proteina marcadora de células
médre de céncer al activar la citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC). La CDC comprende la unién del complemento
del suero a la porcidén Fc de un anticuerpo y la activaciédn
subsiguiente de la cascada de proteinas de complemento, que da
por resultado el dafioc a la membrana celular y la eventual
nmuerte celular. Se conoce que la actividad bioldgica de los
anticuerpos se determina, en un mayor grado, por los dominios
constantes o regidén Fc de la molécula de anticuerpo (Uananue y
Benacerraf, Textbook of Immunology, 2nd Edition, Williams &
Wilkins, p. 218 (1984)). Los anticuerpos de diferentes clases
y subclases difieren a este respecto, de modo que los

anticuerpos de la misma subclase, pero de diferente especie.
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De los anticuerpos humanos, la IgM es la clase mas eficiente
de anticuerpos para uni@n.a complemento, seguido por IgGl,
IgG3, e IgG2 en tanto que IgG4 parece bastante deficiente en
activar la cascada de complemento (Dillman, 1994, J. Clin.
Oncol. 12:1497; Jefferis et al., 1998, Immunol. Rev. 163:59-
76) . De acuerdo a la presente invencidn, se preparan
anticuerpog de estas clases gque tienen la actividad
bioldégica deseada.

Se puede valorar la capacidad de cualquier
anticuerpo particular contra una célula madre dé céncer baré
mediar la 1lisis de la célula objetivo por activacidén de
complemento y/o ADCC. Las células de interés se cultivan y
marcan in vitro; se adiciona el anticuerpo al cultivo celular
en combinacidén con ya sea complemento ‘de suero o células
inmunitarias gque se pueden activar por los complejos de
antigeno-anticuerpo. Se detecta la citdlisis de las células
objetivo, por ejemplo, por la liberacidén de la marca de las
células lisadas. En realidad, se pueden examinar . los
anticuerpos usando el propio suero del paciente como una
fuente de células inmunitarias y/o complemento. El anticuerpo
que es capaz de activar el complemento o mediar la ADCC en la
prueba in vitro entonces se puede usar terapéuticamente en ese
pacliente particular.

En ciertas modalidades, los anticuerpos contra uﬁ

marcador de células madre de céncer pueden activar la muerte
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celular inhibiendo la angiogénesis. La angiogénesis es el
proceso por el cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir
dg los vasos preexistentes y es un proceso fundamental
requerido para el crecimiento normal, por ejemplo, durante el
desarrollo embridnico, curacidén de heridas, y en respuesta a
la ovulacidén. E1 crecimiento de tumores sélidos mayores de 1-
2 mm? también requiere la angiogénesis para suministrar
nutrientes y oxigeno sin que mueran las células tumorales. En
ciertas modalidades, un anticuerpo contra un marcador de
células madre de céancer selecciona como objetivo las células
vasculares que expresan el marcador de células madre de céncer
gue incluye, por ejemplo, células endoteliales, células de
misculo liso, o componentes de la matriz extracelular
requeridos para el montaje vascular. En ciertas modalidades,
un anticuerpo contra un marcador de células madre de céncer
inhibe la seflalizacidén del factor de crecimiento requerida por
el reclutamiento, montaje, mantenimiento o supervivencia de
células vasculares.

Los anticuerpos contra un marcador de células madre
de céancer encuentran uso en los métodos de diagndstico vy
terapéuticos descritos en la presente. En ciertas modalidades,
los anticuerpos de la presente invencidén se usan para deteétar
la expresidén de una proteina marcadora de células madre de

cdncer en muestras bioldgicas tal como por ejemplo, una

'biopsia de tejido del paciente, efusidn pleural, o muestra



5
<
10
®
15

® -

25

74

sanguinea. Las biopsias de tejido se pueden seccionar y se
puede detectar la proteina usando, por ejemplo,
inmunofluorescencia o inmunohistoquimica. Ademds, se pueden

aislar células individuales de una muestra, y la expresidn de
la proteina se detecta en células fijas o vivas por andlisis
de FACS. En ciertas modalidades, se pueden usar anticuerpos
eﬁ arreglos de proteina para detectar la expresidén de un
marcador de células madre de céncer, por ejemplo, en célulaé
de tumor, en lisados celulares, o en otras muestras de
proteina. En ciertas modalidades, los anticuerpos de la
presente invencidén se usan para inhibir el crecimiento de
células tumorales al poner en contacto los anticuerpos con
células tumorales en ensayos basados en células in vitro,
modelos de animales in vivo, etc. En ciertas modalidades, los
anticuerpos se usan para tratar céncer en un paciente al
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un
anticuerpo contra un marcador de células madre de céncer.

Log anticuerpos de la invencidén se pueden preparar
por cualquier medio convencional conocido en la técnica. Por
ejemplo, se pueden preparar anticuerpos policlonales al

inmunizar un animal (por ejemplo, un conejo, rata, ratdn,

mono, etc.) por miltiples inyecciones subcuténeas e}
intraperitoneales del antigeno pertinente (un fragmento
peptidico purificado, proteina recombinante de longitud

completa, proteina de fusidn, etc.), opcionalmente conjugado a
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hemocianina de lapa (KLH), albumina de suero, etc., diluido en
soporte salina estéril y combinado con un adyuvante (por
ejemplo, Adyuvante Completo o Incompleto de Freund) para
formar una emulsidén estable. El anticuerpo policlonal
entonces se recupera de 1alsangre, ascitis vy similares, de un
animal inmunizado de este modo. La sangre recolectada se
formula, v el suero se decanta, se clarifica por
centrifugacidén, y se valora para el titulo del anticuerpo. Los
anticuerpos policlonales se pueden purificar de suero o
ascitis de acuerdo a métodos normales conocidos en la técnica
gque incluye cromatografia de afinidad, cromatografia de
intercambio idnico, electroforesis en gel, didlisis, etc.

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales usando
métodos de hibridoma, tal como agquellos descritos por Kohler y
Milestein (1975) Nature 256:495. Usando el método de
hibridoma, un ratdn, hémster u otro animal hospedador
apropiado, se inmuniza como se describe anteriormente para
provocar la produccidén por linfocitos de anticuerpos qgue se
unirdn de manera especifica a un antigeno inmunizante. Los
linfocitos también se pueden inmunizar in vitro. Después de
la inmunizacidn, los linfocitos se aislan y fusionan con una
linea adecuada de células de mieloma usando, por ejemplo,
polietilenglicol, para formar c¢élulas de Thibridoma due
entonces se pueden seleccionar de linfocitos no fusionados vy

células de mieloma. Los hibridomas que producen anticuerpos
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monoclonales dirigidos especificamente contra un antigeno
elegido como se determina por inmunoprecipitacidn,
inmunotransferencia, o por un ensayo de unién in vitro (por
ejemplo, radioinmunoensayo (RIA) ; ensayo inmunosorbente
enlazado a enzimas (ELISA)) entonces se pueden propagar ya sea
por cultivo in vitro wusando métodos normales (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic
Presé, 1986) o in vivo como tumores de ascitis en un animal.
Los anticuerpos monoclonales entonces se pueden purificar del
medio de cultivo o fluido de ascitis como se describe
anteriormente para los anticuerpos policlonales.

De manera alternativa, también se pueden elaborar
anticuerpos monoclonales usando métodos de ADN recombinante
como se describe en la patente de los Estados Unidos numero
4,816.576. Los polinucledétidos que codifican para un
anticuerpo monoclonal se aislan de células B maduras o células
de hibridoma, tal como por RT-PCR wusando cebadores de
oligonucledtidos que amplifican de manefa especifica los genes
que codifican para las cadenas pesada y ligera del anticuerpo,
v su secuencia se determina usando procedimientos
convencionales. Los'polinucleétidos aislados que codifican
para las cadenas pesada y 1ligera entonces se <clonan en
vectores adecuados de expresidn, que cuando se transfectan en
células hospedadoras tal como células de E. coli, células COS

simiescas, células de ovario de hémster Chino (CHO), o células
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de mieloma qgue no producen de otro modo proteina- de
inmunoglobulina, se generan anticuerpos monoclonales por las
células hospedadoras. También, los anticuerpos monoclonales
recombinantes o fragmentos de los mismos de la especie deseada
se pueden aislar de bibliotecas de visualizacidén en fago que
expresan CDR de la especie deseada como se describe
(McCafferty et al., 1990, Nature, 348:552-554; Clackson et
al., 1991, Nature, 352:624-628; y Marks et al., 1991, J. Mol.
Biol., 222:581-597).

Los polinucledétidos que codifican para un anticuerpo
monoclonal se pueden modificar adicionalmente de varias
maneras diferentes usando tecnologia de ADN recombinante para
generar anticuerpos alternativos. En aigunas modalidades, los
dominios constantes de las cadenas ligera y pesada por ejemplo
de un anticuerpo monoclonal de ratdédn se pueden sustituir 1)
por aquellas regiones de, por ejemplo, un anticuerpo humano
para generar un anticuerpo quimérico, o 2) para un polipéptido
no de inmunoglobulina para generar un anticuerpo de fusidén. En
algunas modalidades, las regiones constantes se truncan o
remueven para generar el fragmento de anticuerpo deseado de un
anticuerpo monoclonal. Se puede usar la mutagénesis dirigida
al sitio o de alta densidad de 1la regidn variable para
optimizar la especificidad, afinidad, etc., de un anticuerpo
monoclonal.

En algunas modalidades de la presente invencidn, el



10

15

25

78

anticuerpo monoclonal contra un marcador de células madre de
céncer es un anticuerpo humanizado. Los anticuerpos
humanizados son anticuerpos que contienen secuencias minimas
dé anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) dentro de las
regiones variables. Estos anticuerpos se usan
terapéuticamente para reducir ~ la antigenicidad vy las
respuestas de HAMA (anticuerpo humano anti-ratédn) cuando se
administran a un sujeto humano. En la préactica, tipicamente
los anticuerpos humanizados son anticuerpos humanos con un
minimo de secuencias no humanas. Un anticuerpo humano es un
anticuerpo producido por un humano o un anticuerpo que tiene
una secuencia de aminodcidos que corresponde a un anticuerpo
producido por un humano.

Los anticuerpos humanizados se pueden producir
usando varias técnicas bien conocidas. Un anticuerpo se puede
humanizar al sustituir las CDR de un anticuerpo humano con
aquéllas de un anticuerpo no humano (por ejemplo, ratdn, rata,
conejo, hémster, etc.), que tiene la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas siguiendo los métodos de (Jones et al.,
1986, Nature, 321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature,
332:323—327; Verhoeyen et al., 1988, Science, 239:1534-1536).
El anticuerpo humanizado se puede modificar adicionalmente.por
la sustitucidén del residuo adicional ya sea en la regidén de
soporte, humana, wvariable vy/o dentro de los residuos no

humanos reflejados para refinar y optimizar la especificidad,
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afinidad y/o capacidad del anticuerpo.

La eleccidén de los dominios variables de cadena
pesada y/o ligera humana que se van a usar en la elaboracidn
de 1los anticuerpos humanizados puede ser importante para
reducir la antigenicidad. De acuerdo al método de '"mejor
ajuste", la secuencia de dominio variable de un anticuerpo de
roedor se examina contra la biblioteca completa de secuencias
conocidas de aminodcidos de dominio variable humano. De esta
manera, en ciertas modalidades, la secuencia de aminodcidos,
humana, que es mas homdéloga a aquélla del anticuerpo de roedor
del cual se toman las CDR se usa como la regidén de soporte,
humana (FR) para el anticuerpo humanizado (Sims et al., 1993,
J. Immunol., 151:2296; Chothia et al., 1987, J. Mol. Biol.,
196:901) . Otro método usa una FR particular derivada de la
secuencia de consenso de todos los anticuerpos humanos de un
subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas y se puede
usar para varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter et
al., 1992, PNAS, 89; 4285; Presta et al., 1993, J. Immunol.,
151:2623). En éiertas modalidades, se usa una combinacidn de
métodos para recolectar la FR variable humana para uso en la
generacidén de anticuerpos humanizados.

Adicionalmente, se entiende que los anticuerpos (por
ejemplo, de roedor) que se van a humanizar deben retener alta
afinidad para el antigeno asi como otras propiedades

bioldgicas favorables. Para lograr este objetivo, se pueden
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preparar anticuerpos humanizados por un proceso de andlisis de
la secuencia parental del anticuerpo de roedor que se va a
humanizar y las varias secuencias humanizantes candidatas.
Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales estan
disponibles y son familiares para los expertos en la técnica.
Se pueden usar programas de computadora . para ilustrar vy
presentar probables estructuras tridimensionales,
conformacionales de secuencias seleccionadas deh anticuerpos
candidatos. El uso de estos modelos permite el andlisis del
probable papel de los residuos en la funcidén del anticuerpo
gue se va a humanizar, es decir, el andlisis de los residuos
gue tienen influencia en la capacidad del antiéuerpo candidato
para unirse a su antigeno. De esta manera, se pueden
seleccionar residuos de FR y combinar al anticuerpo de origen
al anticuerpo humanizado receptor de modo que se logren las
caracteristicas deseadas del anticuerpo. En general, los
residuos en las CDR de la regidén de determinacidn de.antigeno
(0 regidén hipervariable) se retienen del anticuerpo parental
(por ejemplo, el anticuerpo de roedor con las propiedades
deseadas de unidén a antigeno) en el anticuerpo humanizado para
la unidén a antigeno. En ciertas modalidades, al menos un
residuo adicional dentro de la FR variable se retien? del

N
X
anticuerpo parental en el anticuerpo humanizado. En ciertas

modalidades, se retienen hasta seis residuos adicionales

dentro de la FR variable del anticuerpo parental en el
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anticuerpo humanizado.

Los aminodcidos de las regiones variables de las
cadenas pesadas vy ligeras maduras de inmunoglobulina se
desginan Hx y Lx, respectivamente, donde x es un numero gue
designa la posicidn de un aminodcido de acuerdo al esquema de
Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S.
Department of Health and Human Services, 1987, 1991. Kabat
lista muchas secuencias de aminoadcidos para anticuerpos para
cada subgrupo, y lista el aminodcido gue se presenta més
comunmente para cada posicidén de residuo en ese subgrupo para
generar una secuencia de consenso. Kabat usa un método para
asignar un numero de residuo a cada aminocdcido en una
secuencia listada, vy este método para asignar numeros de
residuo ha llegado a ser estédndar en el campo. El esquema de
Kabat es extendible a otros anticuerpos no incluidos en su
compendio al alinear el anticuerpo en cuestidn con una de las

secuencias de <consenso en Kabat por referencia a los

aminodcidos conservados. El uso del sistema de numeracidn de
Kabat identifica facilmente aminodcidos en posiciones
equivalentes en diferentes anticuerpos. Por ejemplo, un

aminodcido en la posicidn de L50 de un anticuerpo humano ocupa
la posicidn equivalente a una posicidén L50 de aminodcido de un
anticuerpo de ratdén. Ademéds, se pueden alinear de forma unica

cualesquiera secuencias de anticuerpo, por ejemplo para

determinar el por ciento de identidad, al usar el sistema de
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numeracién de Kabat de modo que cada aminoadcido en una
secuencia de anticuerpos se alinea con el aminoacido en la
otra secuencia que tiene el mismo numero de Kabat. Después de
la alineacidén, si se estédn comparando una regidén de anticuerpo
(por ejemplo, la regidn variable madura completa de una cadena
pesada o ligera) con la misma regién de un anticuerpo de
referencia, el porcentaje de identidad de secuencia entre el
sujeto y 1las regiones del anticuerpo de referencia es el
numero de posiciones ocupadas por el mismo aminodcido tanto en
el sujeto como en la regién de anticuerpo de referencia
dividido por el numero total de posiciones alineadas de las
dos regiones, con las separaciones no contadas, multipliéado
por 100 para convertir a porcentaje.

El Ejemplo 1 posterior describe la produccidén de
anticuerpos anti-DLL4 humanizados de ejemplo que se unen de
manera especifica a DLL4 humano, un marcador de células madre
de céncer de la presente descripcidén (21M18 HOL2, ATCC
depdsito numerc PTA-8427 y 21M18 H7L2, ATCC depdsito numero
PTA-8425, depositado el 10 de mayo de 2007; (American Type
Culture Collection (ATCC) 10801 University Blvd., Manassas, VA
20110—2209 EUA)). En ciertas modalidades, los anticuerpos
humanizados comprenden regiones no humanas de determinacién de
antigeno derivadas del anticuerpo monoclonal murino 21M18. De
manera especifica, en ciertas modalidades, una o méds de las

CDR de cadena pesada del anticuerpo parental de roedor CDR1
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(SEQ ID NO: 1), CDR2 (SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; o SEQ ID NO:
4, gue varian en la posicidén de Kabat 52a), y CDR3 (SEQ ID NO:
5) se retienen en el anticuerpo 21M18 humanizado. En ciertas
modalidades, wuna o mds de las CDR de cadena ligera del
anticuerpo parental de roedor, CDR1 (SEQ ID NO: 9, CDR2 (SEQ
ID NO: 10), y CDR3 (SEQ ID NO: 11), se retienen en el
anticuerpoc 21M18 humanizado. En ciertas modalidades, 1los
anticuerpos humanizados comprenden adicionalmente al menos una
sustitucidédn de FR dentro de ya sea la regidn variable
humana de cadena pesada o ligera.

En ciliertas modalidades, la presente invencidn
proporciona un anticuerpo humanizado que se une de manera
especifica a un epitopo de DLL4 humano formado por una
combinacidén de la regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO:
27) y DSL humano (SEQ ID NO: 26), en donde el anticuerpo
afecta el crecimiento de un tumor. En ciertas modalidades, el
anticuerpo humanizado es un anticuerpo de IgG intacto. En
ciertas modalidades, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo
de 1IgG; intacto. En ciertas modalidades, el anticuerpo
humanizado es un fragmento de anticuerpo. En cilertas
modalidades, el anticuerpo humanizado es un fragmento de Fab.

En ciertas modalidades, el anticuerpo humanizado de
la presente 1invencidn cbmprende una regidén variable (Vy) de
cadena pesada que comprende una regién de determinacidén de

antigeno no humana y una regidén de soporte, variable, humana.
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En ciertas modalidades, la regidén de determinacidén de antigeno
no humana comprende regiones de determinacidn de
complementariedad (CDR) de origen de roedor. En ciertas
modalidades, la regién de determinacidén de antigeno no humana
comprende CDR de un anticuerpo de ratédn. En ciertas
modalidades, ‘las CDR de roedor se derivan del anticuerpo 21M18
monoclonal, en donde 21M18 comprende una regidén variable de
cadena pesada designada SEQ ID NO: 6. En ciertas modalidades,
en donde el anticuerpo humanizado comprende una regidén Vy que
comprende una secuencia de aminocdcidos de (a) CDR1 (SEQ ID NO:
1), CDR2 (SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; o SEQ ID NO: 4), y CDR3

(SEQ ID NO: 5); o (b) SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID NO:

8.

En ciertas modalidades, 1la regidén de soporte,
variable, de cadena pesada, humana comprende secuencias
humanas expresadas. En ciertas modalidades, estd sustituido

al menos un residuo en la regidén de soporte, variable, humana.
En ciertas modalidades, al menos un residuo en la regidén de
soporte, variable, de cadena pesada, humana estd en una
posicidn seleccionada del grupo gque consiste de 16, 20, 27,
28, 38 y 48 en base al sistema de numeracidén de Kabat. En
ciertas modalidades, las posiciones 16, 20, 27, 28, 38 y 48
estdn sustituidas en base al sistema de numeracién de Kabat.
En ciertas modalidades, al menos un residuo en la regidén de

soporte, variable, humana estd sustituida con un residuo que



5

i 10
o

15

®

25

85

ocupa la posicidén correspondiente en un anticuerpo que
comprende la regién de determinacidén de antigeno, no humana.
En ciertas modalidades, la regidén de soporte,
variable, de cadena pesada, humana comprende IGH(V)1-18. En
ciertas modalidades, estd sustituido al menos un residuo en la
regién de soporte, variable, humana. En ciertas modalidades,
al menos un residuo en la regidn de soporte, variable, de
cadena pesada, humana estd en una posicidén seleccionada del
grupo que consiste de 20H, 28H, 38H, 48H, y 69H en base al
sistema de numeracidén de Kabat. En ciertas modalidades, estén

sustituidas las posiciones 20H, 28H, 38H, 48H, y 69H en base

al sistema de numeracidn de Kabat. En ciertas modalidades, al
menos un residuo en la regidén de soporte, variable, humana
estd sustituido con un residuo gue ocupa la posicidn

correspondiente en un anticuerpo que comprende la regidén de
determinacidén de antigeno, no humana.

En ciertas modalidades, el anticuerpo humanizado de
la presente invencidn comprende una regidn variable (Vy) de
cadena ligera gque comprende una regidén de determinacidén de
antigeno, no humana, vy una regidén de soporte, variable,
humana. En ciertas modalidades, la regidén de determinacidén de
antigeno, no humana, comprende las CDR de origen de roedor.
En ciertas modalidades, la regién de determinacidén de
antigeno, no humana comprende las CDR de un anticuerpo de

ratdédn. En ciertas modalidades, 1las CDR se derivan del
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anticuerpo monoclonal 21M18, en donde 21M18 comprende una
regién V, designada SEQ ID NO: 12. En ciertas modalidades, la
regién V; comprende una secuencia de aminodcidos de (a) CDR1
(SEQ ID NO: 9), CDR2 (SEQ ID NO: 10): o CDR3 (SEQ ID NO: 11);
o (b) SEQ ID NO: 12.

En ciertas modalidades, la regién de soporte,
variable, de cadena ligera, humana comprende IGK(V)4-1. En
ciertas modalidades, se sustituye al menos un residuo en la
regién de soporte, variable, de cadena ligera, humana. En
ciertas modalidades, al menos un residuo en la regidén de
soporte, variable, humana estd en una posicién seleccionada
del grupo gue consiste de 22L y 36L en base al sistema de
numeracidén de Kabat. En ciertas modalidades, las posiciones
22L y 36L se sustituyen en base al sistema de numeracidén de
Kabat. En ciertas modalidades, al menos un residuo de la
regién de soporte, variable, humana se sustituye con un
residuo que ocupa la posicidn correspondiente en un anticuerpo
que comprende la regidén de determinacidén de antigeno, no
humana.

En ciertas modalidades, el anticuerpo de la presente
invencidén es un anticuerpo que compite con el anticuerpo 21M18
para unién especifica a DLL4 humano, en donde el anticuerpo
21M18 comprende: (a) una cadena pesada cbn una regidn variable
designada SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID NO: 8; y (b)

una cadena ligera con una regidén variable designada SEQ ID NO:
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12. En ciertas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado o un anticuerpo humano.

En ciertas modalidades, el anticuerpo humanizado que
se une especificamente a un epitopo de DLL4 humano formado por
una combinacidén de la regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID
NO: 27) y el dominio DSL humano (SEQ ID NO: 26), en donde el
anticuerpo comprende una regidén variable de cadena pesada que
tiene al menos 90 % de identidad de secuencia de SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, o SEQ ID NO: 8 y una regidén variable de cadena
ligera que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia a SEQ
ID NO: 12. En algunas modalidades, la regidén variable de
cadena pesada tiene al menos 95 % de identidad de secuencia a
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID NO: 8 y la regidén
variable de cadena ligera tiene al meﬁos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO: 12. En algunas modalidades, 1la reéién
variable de cadena pesada tiene al menos 99 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID NO: 8 y la
regién variable de cadena 1ligera tiene al menos 99 % de
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 12.

En ciertas modalidades, la presente invencidn
proporciona una molécula aislada de polinucledtido que
codifica para un anticuerpo humanizado gue se une de manera
especifica a un epitopo de DLL4 humano formado por una
combinacidén de la regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO:

27), y DSL humano (SEQ ID NO: 26), en donde el anticuerpo
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comprende una regidén Vy que comprende una regiénb de
determinacidén de antigeno, no humana, que codifica para CDR1
(SEQ ID NO: 1); CDR2 (SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NO:
4), y CDR3 (SEQ ID NO: 5) y una regidén de soporte, variable,
humana que codifica para IGH(V)1-18. En ciertas modalidades,
la presente invencidn proporciona una molécula aislada de
polinucledtido que codifica para un anticuerpo humanizado gque
se une de manera especifica a un epitopo de DLL4 humano
formado por una combinacidén de la regidén N-terminal de DLL4
humano (SEQ ID NO: 27) y DSL humana (SEQ ID NO: 26), en donde
la molécula de polinucledétido se selecciona del grupo que
consiste de: (a) una molécula de polinucledtido que codifica
para la secuencia de amincacidos de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7, o SEQ ID NO: 8; y (b) una molécula de polinucledétido que
hibridiza al complemento de la molécula de polinucledétido de
acuerdo a {a) Dbajo condiciones de hibridacidén severa. En
ciertas modalidades, la presente invencidén proporciona una
molécula aislada de polinucledtido gque codifica para un
anticuerpo humanizado que se une de manera especifica a un
epitopo de DLL4 humano formado por una combinacién de la
regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO: 27), y DSL humano
(SEQ ID NO: 26), en donde la molécula de polinucledtido se
selecciona del grupo que consiste de (a) SEQ ID NO: 13, SEQ ID
NO: 14, o SEQ ID NO: 15; y (b) una molécula de polinucleétido

que hibridiza el complemento de la molécula de polinucledtido
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de acuerdo a (a) bajo condiciones de hibridacidn severa.

En ciertas modalidades, la presente invencidén
proporciona una molécula aislada de polinucledétido que
codifica para un anticuerpo humanizado que se une de manera
especifica a un epitopo de DLL4 humano formado por una
combinacidén de la regidn N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO:
27), vy DSL humano (SEQ ID NO: 26), en donde el anticuerpo
comprende una regidén V, que comprende una regidn de
determinacidén de antigeno, no humana, que codifica para CDR1
(SEQ ID NO: 9); CDR2 (SEQ ID NO: 10); y CDR3 (SEQ ID NO: 11) vy
una regidén de soporte, variable, humana que codifica para
IGK(V)4-1. En ciertas modalidades, la presente invencidn

proporciona una molécula aislada de polinucledtido que

codifica para un anticuerpo humanizado que se une de manera

especifica a un epitopo de DLL4 humano formado por una
combinacidén de la regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO:
27) vy DSL humana (SEQ ID NO: 26), en donde la molécula de
polinucledétido se selecciona del grupo que consiste de: (a)
una molécula de polinucledétido que codifica para la secuencia
de ’aminoécidos de SEQ ID NO: 12 vy (b) una molécula de
polinucledtido que hibridiza al complemento de la molécula de
polinucledtido de acuerdo a (a) bajo condiciones de
hibridacién severa. En ciertas modalidades, la presente
invencidén proporciona una molécula aislada de polinucledtido

gue codifica para un anticuerpo humanizado que se une de

-,
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manera especifica a un epitopo de DLL4 huﬁano formado por una
combinacidén de la regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO:
27), vy DSL humano (SEQ ID NO: 26), en donde la molécula de
polinucledétido se selecciona del grupo que consiste de (a) SEQ
ID NO: 16 vy (b) una molécula de polinucledtido que hibridiza
el complemento de la molécula de polinucledétido de acuerdo a
{a) bajo condiciones de hibridacidén severa.

En ciertas modalidades, se proporciona un vector de
expresidén que comprende una molécula aislada de polinucledtido
de la presente invenciédn. En cilertas modalidades, se
proporciona una célula hospedadora que comprende un vector de
expresidén que comprende una molécula aislada de polinucledtido
de la presente invencidn.

En ciertas modalidades, la presente invencidn
proporciona un método para tratar un. cédncer en un paciente que
comprende administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo humanizado de la
presente descripcidn. FEn ciertas modélidades, el céncer
comprende cancer de mama, cancer colorrectal, céncer de
pulmén, céncer pancreadtico, céncer de prdbstata, o céncer de
cabeza v cuello.

En ciertas modalidades, la presente invencién
proporciona un kit que comprende un reéipiente Yy una
composicidén contenida en el mismo, en donde la composicidn

comprende un anticuerpo humanizado de la presente descripcidn,
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v comprende ademéds una insercidén de paquete gue indica que
la composicidén se puede usar para tratar céncer.

Ademés, se pueden preparar directamente anticuerpos
completamente humanos usando varias técnicas bien conocidas.
Se pueden generar linfocitos B humanos, inmortalizados,
inmunizados in vitro o aislados de un individuo inmunizado que
produce un anticuerpo dirigido contra un antigeno objetivo
(ver, por ejemplo, Cole et al., Monoclonal Antibodies and
Cancer Terapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boemer et al.,
1991, J. Immunol., 147 (1):86-94; y la patente de los Estados
Unidos numero 5,750,373). También, el anticuerpo humano se
puede seleccionar de una biblioteca de fagos, en donde esa
biblioteca de fagos expresa anticuerpos humanos (Vaughan et
al., 1996, Nat. Biotech., 14:309-314; Sheets et al., 1998,
Proc. Nat'l. Acad. Sci., 95:6157-6162; Hoogenboom y Winter,
1991, J. Mol. Biol., 227:381l; Marks et al., 1991, J. Mol.
Biol., 222:581). Los anticuerpos humanos también se pueden
elaborar en ratones transgénicos que contienen locus de
inmunoglobulinas humanas que son capaces, en la inmunizaciédn,
de producir el repertorio completo de anticuerpos humanos en
la ausencia de produccidén enddbgena de inmunoglobulinas. Este
planteamiento se describe en las patentes de los Estados
Unidos numeros 5,545,807; 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126;
5,633,425; y 5,661,016.

Esta invencidén también abarca anticuerpos
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biespecificos que reconocen de manera especifica un marcador

de células madre de céncer. Los anticuerpos biespecificos son
anticuerpos que son capaces de reconocer y unirse
especificamente a al menos dos epitopos diferentes. Los

epitopos diferentes pueden estar ya sea dentro de la misma
molécula (por ejemplo, el mismo polipéptido de marcador de
células madre de céncer) o en diferentes moléculas tal que por
ejemplo, los anticuerpos puedan tanto zreconocer de manera
especifica como unirse a un marcador de células madre de
cancer asi como, por ejemplo, 1) una molécula efectora en un
leucocito tal como un receptor de células T (por ejemplo, CD3)
o receptor de Fc (por ejemplo, CD64, CD32, o CDl6) o 2) un
agente citotdéxico como se describe en detalle més adelante.
Los anticuerpos biespecificos pueden ser anticuerpos intactos
o fragmentos de anticuerpo.

Los anticuerpos Dbiespecificos de ejemplo pueden
unirse a dos diferentes epitopos, al menos uno de los cuales
se origina en un polipéptido de 1la invencidn. De manera
alternativa, se puede combinar un brazo anti-antigénico de una
molécula de inmunoglobulina con un brazo gque se une a una
molécula de activacidén en un leucocito tal como una molécula
receptora de células T (por ejemplo, CD2, CD3, CD28, o B7), o
receptores de Fc para IgG para enfocar los mecanismos de
defensa celular a la c¢élula que expresa el antigeno

particular. También se pueden usar anticuerpos biespecificos
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para dirigir los agentes citotdxicos a células que expresan un
antigeno particular. Estos anticuerpos poseen un brazo de
unidén a antigeno y un brazo que se une a un agente citotdxico
o un quelador de radionuclido, tal como EOTUBE, DPTA, DOTA, o
TETA. Se conocen técnicas para elaborar anticuerpos
biespecificos (Millstein et al., 1993, Nature 305:537-539;
Brennan et al., 1985, Science 229:81; Suresh et al., 1986,
Methods in Enzymol. 121:120; Traunecker et al., 1991, EMBO J.
10:3655-3659; Shalaby et al., 1992, J. Exp. Med. 175:217-225;
Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553; Gruber et

al., 1994, J. Immunol. 152:5368; y la patente de los Estados

Unidos numero 5,731,168). También se contemplan anticuerpos
con més de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar
anticuerpos triespecificos (Tutt et al., J. Immunol. 147:60
(1991)) .

En ciertas modalidades, se proporciona un fragmento
de anticuerpo, por ejemplo, para incrementar la penetracidn en
el tumor. Se conocen varias técnicas para la produccidn de
fragmentos de anticuerpo: tradicionalmente, estos fragmentos
se derivan mediante digestidén proteolitica de anticuerpos
intactos (por ejemplo, Morimoto et al., 1993, Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117; Brennan et
al., 1985, Science, 229:81). En ciertas modalidades, se
producen recombinantemente fragmentoé de anticuerpo. Se

pueden expresar todos los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv, vy
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scFv en y segregar a partir de E. coli u otras células
hospedadoras, permitiendo de esta manera la produccidén de
grandes cantidades de eStos fragmentos. Estos fragmentos de
anticuerpo también se pueden aisiar de las bibliotecas de
fagos de anticuerpos analizadas anteriormente. Los fragmentos
de anticuerpo también pueden ser anticuerpos lineales como se
describe en la patente de los Estados Unidos numero 5,641,870,
por ejemplo, vy pueden ser monoespecificos o biespecificos.
Para el experto en la técnica serén evidentes otras técnicas
para la produccidén de fragmentos de anticuerpo.

De acuerdo a la presente invencidn, se pueden
adaptar técnicas para la produccidén de anticuerpos de cadena
individual especificos para un polipéptido de la invenciédn
(ver, por ejemplo, patente de los Estados Unidos numero
4,946,778) . Ademéds, se pueden adaptar métodos para la
construccidn de bibliotecas de expresidén de Fab (Huse, et al.,
Science 246:1275-1281 (1989)) para permitir la identificacidn
rdpida y efectiva de fragmentos Fab monoclonales con
especificidad deseada para el iigando de receptor de Notch,
DLL4, o derivados, fragmentos, u homdélogos del mismo. Se
pﬁeden. producir fragmentos de anticuerpo gue contienen. los
idiotipos a un polipéptido de 1la invencidén, por técnicas
conocidas gue incluyen, pero no se limitan a: (a) un fragmento
F(ab')2 producido por digestidn con pepsina de una molécula de

anticuerpo; (b) un fragmento Fab generado al reducir los
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puentes de disulfuro de un fragmento F(ab')2, (c) un fragmento
Fab generado por el tratamiento de la molécula de anticuerpo
con papaina y un agente reductor, y (d) fragmentos Fv. |

Adicionalmente, puede ser deseable, especialmente en
el caso de fragmentos de anticuerpo, modificar un anticuerpo a
fin de incrementar su vida media en suero. Esto se pﬁede
lograr, por ejemplo, por incorporacidén de un epitopo de unidn
a receptor de salvamento en el fragmento de anticuerpo por
mutacidén de la regidn apropiada en el fragmento de anticuerpo
o al incorporar el epitopo en una marca de péptido que
entonces se fusiona al fragmento de anticuerpo en cualquier
extremo o en la parte intermedia (por ejemplo, por sintesis
peptidica o ADN) .

Los anticuerpos heteroconjugados también estén
dentro del alcance de la presente invenciédn. Los anticuerpos
heteroconjugados se componen de dos anticuerpos covalentemente
unidos. Estos anticuerpos se han propuesto, por ejemplo, para
dirigir células inmunitarias a células indeseadas (patente de
los Estados Unidos numero 4,676,980). Se contempla que los
anticuerpos se pueden preparar In vitro usando métodos
conocidos en quimica de sintesis de proteinas, incluyendo
aéuellos gque comprenden agentes de reticulacidén. Por ejemplo,
se pueden construlr inmunotoxinas usando una‘ reacciéﬁ de
intercambio de disulfuro o al formar un enlace de tioéter.

Los ejemplos de reactivos adecuados para este propdsito



10

15

® 2

25

2/2
7 3/ S0

incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato.

Para los propdsitos de la presente invencidn, se
debe apreciar que los anticuerpos modificados pueden
comprender cualquier tipo de regidén variable que proporcione
la asociacidén del anticuerpo con los polipéptido de DLL4
humano. A este respecto, la regidn variable puede comprender
o se deri&a de cualquier tipo de mamifero gue se pueda inducir
péra montar una respuesta humoral y generar inmunoglobulinas
contra el antigeno deseado asociado a tumor. Como tal, 1la
regidén variable de los anticuerpos modificados puede ser, por
ejemplo, de origen humano, murino, primate no humano (por
ejenmplo, monos cynomolgus, macacos, etc.) o lupino. En
algunas modalidades, tanto las regiones variables como
constantes de las inmunoglobulinas modificadas son humanas.
En otras modalidades, las regiones variables de anticuerpos
cqmpatibles (usualmente derivados de una fuente no humana) se
pueden manejar o adaptar de manera especifica para mejorar las
propiedades de unidén o para reducir la inmunogenicidad de la
molécula. A este respecto, se pueden humanizar regiones
variables dtiles en la presente invencién o se pueden alterar
de otro modo a través de la inclusidén de secuencias importadas
de aminoéacidos.

Los dominios variables tanto en las cadenas pesadas
como ligeras se alteran por reemplazo al menos parcial de una

.0 mds CDR, y si es necesario, por reemplazo parcial de la
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regién de soporte y cambio de secuencia. Aungue las CDR se
pueden derivar de un anticuerpo de la misma clase o aun
subclase como el anticuerpo del cual se derivan las regiones
de soporte, se contempla gque las CDR se derivardn de un
anticuerpo de una clase diferente y de manera preferente de un
anticuerpo de una especie diferente. Puede no ser necesario
reemplazar todas las CDR con las CDR completas de la regidn
variable donadora para transferir la capacidad de unién a
antigeno de un dominio variable a otro. Més bien, sdélo puede
ser necesario transferir aquellos residuos gque son necesarios
para mantener la actividad del sitio de unidén a antigeno.
Dadas las explicaciones expuestas en las patentes de 1los
Estados Unidos numeros 5,585,089, 5,693,761 y 5,693,762,
estard bien dentro de la competencia de los expertos en la
técnica, ya sea al llevar a cabo experimentacidén de rutina o
por prueba de ensayo y error como obtener un anticuerpo
funcional con inmunogenicidad reducida.

No obstante las alteraciones de la regidn variable,
aquellos expertos en la técnica apreciarédn que los anticuerpos
médificados de esta invencidn comprenderédn anticuerpos, o
fragmentos inmunorreactivos de los mismos, en los cuales al
menos una fraccidén de uno o mas de los dominios de regién
constante se han suprimido o alterado de otro modo para
proporcionar caracteristicas biogquimicas deseadas tal como

localizacidén incrementada de tumor o vida media reducida en
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suero en comparacidén con un anticuerpo de aproximadamente la
misma i1nmunogenicidad gque comprende una regidn constante
nativa o no alterada. En algunas modalidades, la regidn
constante de los anticuerpos modificados comprenderd una
regidén constante humana. Las modificaciones en 1la regidn
cqnstante compatibles con esta invencidén comprenden adiciones,
supresiones o sustituciones de uno o mads aminodcidos en uno o
més dominios. Es decir, los anticuerpos modificados descritos
en la presente pueden comprender alteraciones o modificaciones
a uno o maés de los tres dominios constantes de cadena pesada
(CH1, CH2 o CH3) vy/o al dominio constante de cadena ligera
(CL) . En algunas modalidades de la invencidn, se contemplan
regiones constantes modificadas en donde se suprimen parcial o
completamente uno o mas dominios. En algunas modalidades, los
anticuerpos modificados comprenderdn construcciones o

variantes suprimidas de dominio en donde el dominio CH2

completo se ha removido (construcciones ACH2). En algunas
modalidades, el dominio omitido de regidén constante se
reemplazard por un separador corto de aminoacidos (por

ejemplo, 10 residuos) gque proporciona algo de 1a'f1exibilidad
molecular impartida tipicamente por 1la regién. constante
ausente.

Ademds de su configuracidn, se conoce en la técnica
que la regidn constante media varias funciones efectoras. Por

ejemplo, la unidén del componente Cl1 de complemento a
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anticuerpos activa el sistema de complemento. La activacién
de complemento es importante en la opsonizacidén y lisis de
patdégenos celulares. La activacién de complemento también
estimula la respuesta inflamatoria vy también puede estar
comprendida en la hipersensibilidad autoinmunitaria.
Adicionalmente, lds anticuerpos se unen a células mediante 1la
regidén Fc, con un sitio de receptor de Fc en la regidn Fc de
anticuerpo gque se une a un receptor de Fc (FcR) en una célula.
Hay +varios receptores de Fc que son especificos para
diferentes clases de anticuerpo, incluyendo IgG (receptbres
gamma), IgE (receptores eta), IgA (receptores alfa) e IgM
(receptores mu) . La unién del anticuerpo a los receptores de
Fc en las superficies celulares activa varias respuestas
bioldégicas importantes y diversas que incluyen la engulliciédn
y destruccidédn de particulas revestidas con anticuerpo,
depuracidén de complejos inmunitarios, lisis de células
objetivo revestidas con anticuerpo por células aniqguiladoras
{(llamada citotoxicidad mediada por célula dependiente de
anticuerpo, o ADCC), delegacidén de mediadores inflamatorios,
transferencia placentaria N control de produccidn de
inmunoglobulina. Aungque se han estudiado en cierto grado
varios receptores de Fc y sitios de receptores, aun hay mucho
gque se desconoce acerca de su ubicaciédn, estructura vy
funcionamiento.

En tanto que no se limita el alcance de la presente
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invencidén, se cree que los anticuerpos que comprenden regiones
constantes modificadas como se describe en la presente
proporcionan funciones efectoras alteradas que, a su vez,
afectan el perfil bioldgico del anticuerpo administrado. Por
ejemplo, la supresidén o inactivacidén (a través de mutaciones
puntuales u otros medios) de un dominio de regidn constante
pﬁede reducir la unidén del receptor de Fc del anticuerpo
modificado en circulacidn, incrementando de este modo la
localizacidén de tumor. En otros casos, puede ser dgue las
modificaciones de regidén constante, consistentes con esta
invencidén, moderen la unidén de complemento y reduzcan de este
modo la vida media en suero y la asociacidédn no esgpecifica de
una citotoxina conjugada. Se pueden usar aun otras
modificaciones de la regidn constante para eliminar enlaces de
disulfuro o porciones de oligosacdridos que permitan la
localizacién mejorada debido a especificidad incrementada de
antigeno o flexibilidad incrementada de anticuerpo. De manera
similar, se pueden hacer fécilmente modificaciones a la regidn
constante de acuerdo con esta invencidén usando técnicas de
ingenieria molecular o bioquimica bien conocidas, dentro del
alcance del experto en la técnica.

Se seflalard que los anticuerpos modificados se
pueden manejar para fusionar directamente el dominio CH3 a la
regién de articulacién de los anticuerpos modificados

respectivos. En otras construcciones, puede ser deseable
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proporcionar un séparador peptidico entre la regidén de
articulacidén y los dominios CH2 y/o CH3 modificados. Por
ejemplo, se pueden expresar construcciones compatibles en
donde el dominio CH2 se ha suprimido y el dominio CH3 restante
(modificado o no modificado) se une a la regidén de
articulacidén con un separador de 5-20 aminoécidos. Este
separador se puede adicionar, por ejemplo, para asegurar gue
los elementos reguladores del dominio constante permanezcan
libres o accesibles o que permanezca flexible la regidén de
articulacidn. Sin embargo, se debe seflalar que 1los
separadores de aminodcidos pueden probar, en algunos casos,
ser inmunogénicos y producir una respuesta Iinmunitaria
indeseada contra la construccidén. Por consiguiente, cualquier
separador adicionado a la construccidn es relativamente no
inmunogénico o aﬁh se omite conjuntamente si se pueden
mantener las cualidades biogquimicas deseadas de los
anticuerpos modificados.

Ademéds de la supresidén de los dominios enteros de
regién constante, se apreciard que los anticuerpos de 1la
presente invencidén se pueden proporcionar por la supresién o}
sustitucidén parcial de unos pocos aminodcidos o aun un solo
aminodcido. Por ejemplo, la mutacién de un aminodcido
individual en Areas seleccionadas del dominio CH2 puede ser
suficiente para reducir sustancialmente la unidén de Fc e

incrementar de este modo la localizacidén del tumor. De manera
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similar, puede ser deseable suprimir simplemente esa parte de
uno o mas dominios de regidn constante que controlan la
funcidén efectora (por ejemplo, unidén a CLQ de complemento) gque
se va a modular. Estas supresiones parciales de las regiones
constantes pueden mejorar caracteristicas seleccionadas del
anticuerpo (vida media en suero) en tanto que dejan intactas
otras funciones deseables asociadas con el presente dominio de
regidén constante. Ademds, como se sugiere anteriormente, las
regiones constantes de los anticuerpos descritos se pueden
modificar a través de la mutacidén o sustitucidn de uno o més
aminodcidos gque mejora el perfil de la construccidn
résultante. A este respecto, puede ser posible interrumpir la
actividad proporcionada por un sitio conservado de unidén (por
ejemplo, unidén de Fc) en tanto gue se mantiene sustancialmente
la configuracidén y el perfil inmunogénico del anticuerpo
modificado. Ciertas modalidades pueden comprender la adiciédn
de uno o mAs aminocdcidos a la regidén constante para mejorar
caracteristicas deseables tal como funcidén efectora o
proporcionar mds unidén a carbohidratos o citotoxina. En estas
modalidades, puede ser deseable insertar o replicar secuencias
especificas derivadas de dominios seleccionados de regidn
constanﬁe.

La presente  invencién abarca adicionalmente
variantes equivalentes que son sustancialmente homdélogos a los

anticuerpos quiméricos, humanizados y humanos, o fragmentos de
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anticuerpo de los mismos, expuestos en la presente. Por
ejemplo, éstos pueden contener mutaciones de sustituciones
conservadoras, es decir, la sustitucién de wuno o mas
amincdcidos por aminodcidos similares. Por ejempilo, la
sustitucién conservadora se refiere a la sustitucién de un
aﬁinoécido con otro dentro de la misma clase general tal como
por ejemplo, un aminodcido &cido con otro amino&cido écidb, o
un aminocdcido bésico con otro amincdcido béasico o un
aminodcido neutral por otro aminodcido neutral. Lo gue se
propone por una sustitucidn conservadora de aminodcido es bien
conocido en la técnica.

La invencidén también se refiere a inmunoconjugados
que comprenden un anticuerpo conjugado o un agente citotdxico.
Los agentes citotdxicos incluyen los agentes
gquimioterapéuticos, agentes inhibidores de crecimiento,
toxinas (por ejemplo, una toxina enzimdticamente activa de
origen bacteriano, fungoideo, vegetal o animal, o fragmentos
de la misma), isdétopos radiocactivos {(por ejemplo,
radioconjugados), etc. Los agentes guimioterapéuticos utiles
en la generacidén de estos inmunoconjugados incluyen, por
ejemplo, metotrexato, adriamicina, doxorrubicina, melfalano,
mitomicina C, c¢lorambucilo, daunorrubicina u otros agentes
intercalantes. Las toxinas enzimdticamente activas vy
fragmentos de las mismas que se pueden usar incluyen cadena A

de difteria, fragmentos activos de no unidén de toxina de
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difteria, cadena A de exotoxina, cadena A de ricino, cadena A
de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites. fordii, proteinas de diantina, proteinas de
Phytolaca americana (PAPI, PAPII, vy PAP-S), inhibidor de
momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicina, y 1los tricotecenos. En algunas modalidades, 1los

anticuerpos se pueden conjugar a radiosidtopos tal como N0y,

1257 131y 1237 lpy o 105py  1S3gy o 67ay  6Tgs 166y 177p,  186p.
v %®Re usando cualquiera de varios queladores bien conocidos o
marcacidn directa. En otras modalidades, las composiciones

descritas pueden comprender anticuerpos acoplados a farmacos,
profdrmacos o linfocinas tal como interferdn. Los conjugados
del anticuerpo y agente citotdxico se elaboran usando una
variedad de agentes de acoplamiento a proteina, bifuncionales

tal como N-succinimidil-3-(2-piridiiditiol)-propionato (SPDP),

iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoéster (tal
como dimetil-adipimidato-HCL), ésteres activos (tal como
suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tal como
glutareldehido), compuestos bis-azido (tal como bis(p-
azidobenzoil)-hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tal
como 'bis—(p—diazoniumbenzoil)—etilenodiamina), diisocianatos
(tal como 2,6-diisocianato de tolieno), y compuestos de flvor
bis-activos (tal como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Los

conjugados de un anticuerpo o una o mas toxinas de molécula



5

10
o

15

@

25

105

pequefia, tal como una caliqueamicina, maitansindsidos, un
tricoteno, y CC1l065, y derivados de estas toxinas gue tienen
actividad de toxina, también se pueden usar. En algunas
modalidades, los anticuerpos modificados se pueden volver
complejos con otros ligandos inmunoldgicamente activos (por
ejenmplo, anticuerpos o fragmentos de los mismos) en donde la
molécula resultante se une tanto a la célula neopléstica como
a una célula efectora tal como una célula T.

A pesar de cdémo se obtienen las cantidades 1Utiles,
los anticuerpos de la presente invencidén se pueden usar en
cualgquiera de varias formas conjugadas (es decir, un
inmunoconjugado) o no conjugado. De manera alternativa, los
anticuerpos de esta invencidén se pueden usar en una forma no
conjugada o "descubierta" para aparejar los mecanismos de
defensa natural del sujeto incluyendo la citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC) vy la toxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC) para eliminar las células
malignas. La seleccidén de qué anticuerpo conjugado o© no
conjugado, modificado wusar dependerd del tipo y etapa de

cancer, uso del tratamiento adjunto (por ejemplo,

quimioterapia o vradiacidén externa) vy la condicidén del
paciente. Se apreciard que un experto en la técnica puede

hacer facilmente esta seleccidn en vista de las enseflanzas en
la presente.

Los anticuerpos de la presente invencidén se pueden
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valorar para unidn inmunoespecifica por cualgquier método
conocido en la técnica. Los inmunoensayos que se pueden usar
incluyen, pero no se limitan a, sistémas de ensayo
competitivos y no competitivos que usan técnicas tal como
anélisis BIAcore, andlisis FACS, inmunofluorescencia,
inmunocitoquimico, transferencias Western, radioinmunoensayos,
ELISA, inmunoensayos de "intercalacidn", ensayos de
inmunoprecipitacidén, reacciones de preci?itina, reacciones de
precipitina de difusién en gel, ensayos de inmunodifusiédn,
ensayos de aglutinacién, ensayos de fijacidén de complemento,
ensayos I1nmunorradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, e
inmunoensayos de proteina A. Estos ensayos son rutina y bien
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Ausubel et al.,
eds., 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1,
John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, que se incorporan en la
presente como referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, la inmunoespecificidad dé un
anticuerpo contra un marcador de células madre de céncer se
determina usando ELISA. Un ensayo de ELISA comprende preparar
antigeno, revestir concavidades de una placa de microtitulo de
96 concavidades con el antigeno, adicionar el anticuerpo
contra un marcador de células madre de céncer conjugado a un
compuesto detectable tal como un sustrato enzimdtico (por
ejemplo, peroxidasa de rédbano o fosfatasa alcalina) a la

concavidad, incubar durante un periodo de tiempo y detectar la
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presencia del antigeno. En algunas modalidades, el anticuerpo
contra un marcador de células madre de céncer no se conjuga a
un compuesto detectable, sino en cambio se adiciona a la
concavidad un segundo anticuerpo conjugado que reconoce el
anticuerpo contra un marcador de células madre de céncer. En
algunas modalidades, en lugar de revestir la concavidad con el
antigeno, el anticuerpo contra un marcador de células madre de
cdncer se puede revestir a la concavidad y se puede adicionar
un segundo anticuerpo conjugado a un compuesto detectable
después de la adicidén del antigeno a la concavidad revestida.
Un experto en la técnica podrd reconocer los pardmetros que se
pueden modificar para incrementar la seflal detectada asi como
otras variaciones de los ELISA conocidas en la técnica (ver,
por ejemplo, Ausubel et al., eds., 1994, Current Protocols in
Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York
at 11.2.1).

La afinidad de unidn de un anticuerpo a un antigeno
de marcador de c¢élulas madre de céncer vy la constante de
disociacidn de una 1interaccidén anticuerpo-antigeno se puede
determinar por ensayos de unidn competitiva. Un ejemplo de un
ensayo de unidén competitiva es un radioinmunoensayo que

comprende la incubacidén del antigeno marcado (por ejemplo, con

3 125

H o I), o fragmento o variante del mismo, con el anticuerpo
de interés en la presencia de cantidades crecientes de

antigeno no marcado seguido por la deteccidn del anticuerpo
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unido al antigenoc marcado. La afinidad del anticuerpo contra
un marcador de células madre de céncer y 1las constantes de
disociacidén de la unidn se pueden determinar de los datos por
andlisis en grafica scatchard. En algunas modalidades, se usa
el andlisis cinético de BIAcore para determinar las constantes
de asociacién y disociacidén de la unidén de los anticuerpos
contra un marcador de células madre de céncer. El andlisis
cinético de BIAcore comprende analizar la unién y disociacidn
de los anticuerpos de chips con antigenos inmovilizados de
marcador de células madre de céncer en éu superficie.

V En ciertas modalidades, la invencién abarca
polinucledtidos aislados que codifican para un polipéptido que
comprende un anticuerpo, o fragmento del mismo, contra DLL4
humano. De esta manera, el término ‘"polinucledtido que
codifica para un polipéptido" abarca un polinucledtido que
incluye sdélo secuencias codificantes para el polipéptido asi
como un polinucledtido gque incluye secuencias codificantes y/o
no codificantes, adicionales. Los ‘polinucledtidos de 1la
invencidén pueden estar en la forma de ARN o en la forma de
ADN. ADN incluye ADNc, ADN gendmico, y ADN sintético; y puede
ser de doble hebra o de hebra individual, y si es de hebra
individual puede ser la hebra codificante o la hebra no
codificante (anti-sentido).

La presente invencidén se refiere adicionalmente a

variantes de los polinucledtidos descritos anteriormente en la
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presente que codifican, por ejemplo, para fragmentos, andlogos

y derivados. La variante del polinucledétido puede ser una

variante alélica que se presenta de forma natural de

polinucledétido o una variante gque no se presenta de forma

natural del polinucledtido. En ciertas modalidades, el

polinucledétido puede tener una secuencia codificante que es
una variante alélica que se presenta de manera natural de la

secuencia codificante de los polipéptidos descritos. Como se

conoce en la técnica, una variante alélica es una forma

alterna de una secuencia de polinucledétido que tiene, por

ejemplo, una sustitucidn, supresidén o adicidn de uno o més

nucledtidos, que no alteran sustancialmente la funcidén del

polipéptido codificado.

En ciertas modalidades, los polinucledétidos

comprenden la secuencia codificante del polipéptido maduro

fusionado al mismo cuadro de lectura a un polinucledtido gue

ayuda, por ejemplo, en la expresidén y secrecidén de un

polipéptido de una c¢élula hospedadora (por ejemplo, una

secuencia guia gue funciona como una secuencia secretoria para

controlar el transporte de un polipéptido de las células. El

polipéptido que tiene una secuencia guia es una preproteina y
péede tener la secuencia guia escindida por la célula
hospedadora para formar la forma madura del polipéptido.‘ Los
polinucledétidos también pueden codificar para una proproteina
residuos de aminocacido 5

que es la proteina madura més
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adicionales. Una proteina madura gque tiene una prosecgencia
es una proproteina y es una forma inactiva de la proteina.
Una vez que se escinde la prosecuencia, permanece una proteina
madura activa.

En ciertas modalidades, los polinucledtidos
cbmprenden la secuencia codificante para el polipéptido maduro
fusionado en el mismo cuadro de lectura a una secuencia
marcadora gque permite, por ejemplo, la purificacidén del
polipéptido codificado. Por ejemplo, la secuencia marcadora

puede ser una marca de hexa-histidina suministrada por un

vector pQE-9 para proporcionar la purificacidén del polipéptido

maduro fusionado al marcador en el caso de un hospedador
bacteriano, o la secuencia marcadora puede ser una marca de
hemaglutinina (HA) derivada de la proteina de
hemaglutinina de influenza cuando se usa un hospedador de
mamifero (por ejemplo, células COS-7).

En ciertas modalidades, la presente invencidn
proporciona nbléculas aisladas de &cido nucleico gue tienen
una secuencia de nucledétidos al menos 80 % idéntica, al menos
85 % idéntica, al menos 90 % idéntica, el menos 95 % idéntica,
y en algunas modalidades, al menos 96 %, 97 %, 98 % o 99 %
idéntica a un polinucledtido que codifica para un anticuerpo
gque comprende un anticuerpo, o fragmento del mismo, contra

DLL4 humano.

Por un polinucledétido que tiene una secuencia de
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nqcleétidos al menos, por ejemplo, 95 % "idéntica" a una
secuencia de nucledtidos de referencia se propone dgue la
secuencia de nucledtidos del polinucledtido sea idéntica a 1la
secuencia de referencia excepto que la secuencia  de
polinucledtido puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales
por cada 100 nucledtidos de la secuencia de nucledtidos de
referencia. En otras palabras, para obtener un polinucledtido
que tiene una secuencia de nucledétidos al menos 95 % idéntica
a una secuencia de nucledétidos de referencia, hasta 5 % de los
nucledtidos en la secuencia de referencia se pueden suprimir o
sustituir con otro nucledtido, o varios nucledtidos hasta 5 %
de los nucledtidos totales en la secuencia de referencia se
pueden insertar en la secuencia de referencia. Estas
mutaciones de la secuencia de referencia pueden presentarse en
las posiciones amino- o carboxi-terminales de la secuencia de
nucledtidos de referencia donde quiera entre estas posiciones
terminales, interpuestas ya‘ sea de manera individual entre
nqcleétidos en la secuencia de referencia o en uno o mas
grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

Como una materia practica, si cualguier molécula
particular de &cido nucleico es al menos 80 % idéntica, al
menos 85 % idéntica, al menos 90 % idéntica, y en algunas
modalidades, al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a
una secuencia de referencia se puede determinar de manera

convencional usando programas conocidos de computadora tal
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como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package,
Version 8 for Unix, Genetics Computer Group, University
Research Park, 575 Scienée Drive, Madison, WI 53711). Bestfit
usa el algoritmo de homologia local de Smith vy Waterman,
Advances 1in Applied Mathematics 2: 482 489 (1981l), para
encontrar el mejor segmento de homologia entre dos secuencias.
Cuando se usa Bestfit o cualquier.otro programa de alineaciédn
de secuencia para determinar si una secuencia particular es,
por ejemplo, 95 % idéntica a una secuencia de referencia de
acuerdo a la presente invencidén, los pardmetros se ajustan tal
que el porcentaje de identidad se calcula sobre longitud
completa de la secuencia de nucledétidos de referencia y que se
permiten separaciones en la homologia de hasta 5 % del numero
total en nucledtidos en la secuencia de referencia.

Las variantes de polinucledétido pueden contener
alteraciones en las regiones codificantes, en las regiones no
codificantes, o en ambas. En algunas modalidades, las
variantes de polinucledétido pueden contener alteraciones gque
producen sustituciones, adiciones o supresiones poco notorias,
pero no alteran las propiedades o actividades del polipéptido
codificado. En algunas modalidades, las variantes de
nucledtidos se producen por sustituciones poco notorias debido
a la degeneracidén del cdbdédigo genético. Se pueden producilr
variantes de polinucledtido por una variedad de razones, por

ejemplo, para optimizar la expresién de codones para un
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hospedador particular (cambiar codones en el ARNm humano a
aquellos preferidos por un hospedador bacteriano tal como E.
coli).

Los polipéptidos de la presente invencidn pueden ser
polipéptidos recombinantes, polipéptidos naturales, o
polipéptidos sintéticos que comprenden un anticuerpo, un
fragmento del mismo, contra DLL4 humano. Se reconocerd en la
técnica que se pueden variar algunas secuencias de aminodcido
de la invencidén sin efecto significativo de la estructura o
funcidén de la proteina. De esta manera, la invencidn incluye
adicionalmente variaciones de los polipéptidos que muestran
actividad sustancial o que incluyen regiones de un anticuerpo,
o fragmento del mismo, contra proteina de DLL4 humano. Estos
mutantes incluyen supresiones, inserciones, inversiones,
repeticiones y sustituciones de tipo.

Los polipéptidos y andlogos se pueden modificar
adicionalmente para contener porciones dguimicas adicionales
normalmente no parte de la proteina. Estas porciones
derivatizadas pueden mejorar la solubilidad, wvida media
bioldégica o absorcidén de la proteina. Las porciones también
pueden reducir o eliminar cualquier efecto lateral deseable de
las proteinas y similares. Se puede encontrar una revisién de
estas porciones en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 20th
ea., Mack Publishing Co., Easton, PA (2000).

Los polipéptidos aislados descritos en la presente
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se pueden producir por cualquier método adecuado conocido en
la técnica. Estos métodos varian desde métodos de sintesis
directa de proteinas a construccidén de una secuencia de ADN
que codifica para secuencias aisladas de polipéptido y que
expresan aquellas secuencias en un hospedador transformado,
adecuado. En algunas godalidades, una secuencia de ADN se
construye usando tecnologia recombinante al aislar 0
sintetizar una secuencia de ADN que codifica para una proteina
tipo silvestre de interés. Opcionalmente, la secuencia se
puede mutagenizar por mutagénesis especifica de sitio para
proporcionar andlogos funcionales de la misma. Ver, por
ejemplo, Zoeller et al.,, Proc. Nat'l. Acad. Sci. EUA 81:5662-
5066 (1984) vy la patente de los Estados Unidos numero
4,588,585,

En algunas modalidades, se construird una secuencia
de ADN gque codifica para un polipéptido de interés por
sintesis qﬁimica usando un sintetizador de oligonucledtidos.
Estos oligonucledtidos se pueden diseflar en base a la
secuencia de aminodcidos de polipéptido deseado y seleccionado
agquellos codones que se favorecen en la célula hospedadora en
la cual se producird el polipéptido recombinante de interés.
Se pueden aplicar métodos normales para vsintetizar una
secuencia aislada de polinucledétido que codifica para un
polipéptido aislado de interés. Por ejemplo, se puede usar una

secuencia completa de aminodcidos para construlr un gen retro-
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traducido. Adicionalmente, se puede sintetizar un oligdmero de
ADN que contiene una secuencia de nucledétidos que codifica
para el polipéptido aislado particular. Por ejemplo, se pueden
sintetizar y luego ligar varios oligonucledtidos pequefios que
codifican para porciones del polipéptido deseado. Los
oligonucledétidos individuales contienen tipicamente salientes
de 5’ o 3’ para montaje de complementariedad.

Una vez montadas (por sintesis, por mutagénesis
dirigida al sitio o por otro método), las secuencias de
polinucledétido que codifican para un polipéptido aislado
particular de interés e insertardn en un vector de expresién y
se enlazardn de manera operativa a una secuencia de control de
expresidén apropiada para la expresién de la proteina en un
hospedador deseado. Se -puede confirmar el montaje apropiado
por secuenciacidn de nucledtidos, por correlacidén de
restriccidn, Yy por ' la expresioén de un polipéptido
bioldgicamente activo en un hospedador adecuado. Como es bien
conocidb en la técnica, a fin de obtener altos niveles de
expresién de un gen transfectado en un hospedador, el gen se
debe enlazar de manera operativa a secuencias de control de
expresidén transduccional y transcripcional que son funcionales
en el hospedador elegido de expresidn.

Se usan vectores de expresidén recombinante para
amplificar y expresar ADN que codifica para fusiones de

polipéptido de marcador de células madre de cancer. Los
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vectores de expresidn recombinante son construcciones
replicables de ADN que tienen fragmentos de ADN sintéticos o
derivados de ADNc que codifican para una fusidén de polipéptido
de marcador de <c¢élulas madre de <céncer o un andlogo
bioequivalente enlazado de manera operativa a elementos
reguladores transduccionales o transcripcionales adecuados
derivados de genes mamiferos, microbianos, virales o de
insecto. Una unidad trascripcional comprende en general un
montaje de (1) un elemento genético o elementos que tienen un
papel regulador eh la expresién génica, por ejemblo,
promotores o intensificadores transcripcionales, (2) una
secuencia estructural o codificante que se transcribe en el
ARNm y se traduce en proteina, y (3) secuencias apropiadas de
terminacidén e iniciacidén de transcripcidén y traduccidn, como
se describe en detalle més adelante. Estos elementos
reguladores pueden 1incluir una secuencia operadora para
controlar la transcripcidn. Se puede incorporar adicionalmente
la capacidad para replicarse en un hospedador, usualmente
conferida por un origen de replicacidén, y un gen de seleccidn
para‘facilitar el reconocimiento de traﬁsformantes. Se enlaéan

de forma operativa regiones de ADN que se relacionan

‘funcionalmente entre si. Por ejemplo, se enlaza de manera

operativa ADN para un péptido de seflal (guia secretora) al ADN
para un polipéptido si se expresa COmO un precursor dJgue

participa en la seleccidén del polipéptido; se enlaza de manera
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operativa un promotor a una secuencia codificante si controla
la transcripcidén de la secuencia; o se enlaza de manera
operativa un sitio de wunidén a ribosoma a una secuencia
codificante si se coloca para permitir la traduccidén. En
general, medios operativamente enlazados contiguos.y en el
cado de guias secretorias medios contiguos y en cuadro de
lectura. Los elementos estructurales incluidos para el uso en
los sistemas de expresidén de levadura incluyen una secuencia
guia que permite la secrecidn extracelular de la proteina
traducida por una célula hospedadora. De manera alternativa,
donde la proteina recombinante se expresa sin una secuencié
guia o de transporte, puede incluir un residuo de metionina N-
terminal. Este residuo se puede escindir opcionalmente de
manera subsiguiente de la proteina recombinante expresada para
proporcionar un producto final.

La eleccidén de la secuencia de control de expresidn
y del vector de expresidén dependerd de 1la eleccidén del
hospedador. Se pueden emplear una amplia variedad de
combinaciones de hospedador/vector de expresidén. Los vectores
de expresidn uUtiles para hospedadores eucaridticos, incluyen,
por ejemplo, vectores que comprenden secuencias de control de
expresién de SV40, virus de papiloma bovino, adenovirus y
citomegalovirus. Los vectores Utiles de expresidén para
hospedadores bacterianos incluyen plasmidos bacterianos

conocidos, tal como plésmidos de Escherichia coli, incluyendo
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pCR 1, pBR322, pMB9 y sus derivados, plésmidos de intervalo
més amplio de hospedadores, tal como M13 Yy fagos
filamentosos de ADN de hebra individual.

Las células hospedadoras adecuadas para la expresidn
de una proteina marcadora de células madre de céancer, incluye
procariotas, levadura, células eucariotas de insecto o
superiores bajo el control de promotores apropiados. Las
procariotas incluyen organismos gram-negativos 0 gram-
positivos, por ejemplo, E. coli o bacilii. Las células
eucaridticas superiores incluyen lineas celulares establecidas
de origen mamifero como se describe mds adelante. También se
pueden emplear sistemas de traduccién libres de células. Los
vectores apropiados de clonacidén y expresidén para el uso con
hospedadores celulares bacterianos, fungoideos, de levadura y
mamiferos se describen por Pouwels et ai. (Cloning Vectors: A
Laboratory Manual, Elsevier, N.Y., 1985), la descripcidn
pertinénte de lo <cual se incorpora de este modo como
referencia.

También se emplean de manera ventajosa varios
sistemas de cultivo de células de insecto o de mamifero para
expresar la proteina recombinante. La expresién de las
proteinas recombinantes en células mamiferas se puede realizar
debido a que estas proteinas en general se pliegan de forma
correcta, se modifican de manera apropiada y son completaménte

funcionales. Los ejemplos de lineas de células hospedadoras
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mamiferas adecuadas incluyen las lineas CO0S-7 de células de
rifién de mono, descritas por Gluzman (Cell 23:175, 1981l), y
otras lineas celulares capaces de <expresar un vector
apropiado, gque incluyen, por ejemplo, células L, Cl1l27, 3T3 de
ovario de héamster Chino (CHO), 1lineas de células HeLa y BHK.
Los vectores de expresidén mamifera pueden comprender elementos
no transcritos tal como un origen de replicacién, un promotor
e intensificador adecuados enlazados al gen gque se Vé a
expresar, y otras secuencias no transcritas de flangueo 5’ o
3', vy secuencias no traducidas 5/ o 3’, tal como sitios
necesarios de unidén a ribosoma, un sitio de poliadenilaciédn,
sitios de donador y aceptador de empalme, y secuencias de
terminacidén transcripcional. Los sistemas de Baculovirus para
produccidén de proteinas heterdlogas en células de insecto se
revisan por Luckow y Summers, Bio/Technoiogy 6:47 (1988).

Las proteinas producidas por un hospedador
transformado se pueden purificar de acuerdo a cualquier método

adecuado. Los métodos normales incluyen cromatografia (por

ejemplo, intercambio idnico, cromatografia en columna de
dimensionamiento y de afinidad), centrifugacidén, solubilidad
diferencial, o por cualguier otra técnica normal para

purificacidén de proteinas. Se pueden unir marcas de afinidad
tal como hexahistidina, dominio de unidén a maltosa, secuencia
de cubierta de influenza y glutationa-S-transferasa a la

proteina para permitir facil purificacidén por el paso de una
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columna apropiada de afinidad. También se pueden caracterizar
fisicamente las proteinas aisladas usando técnicas tal como
protedlisis, resonancia magnética nuclear y cristalografia de
rayos X.

Por ejemplo, primero se pueden concentrar
sobrenadantes de los sistemas que segregan proteina
recombinante en medio de cultivo usando un filtro
comercialmente disponible de concentracidén de proteina, por
ejemplo, una unidad de filtracién Amicon o Millipore Pellicon.
Después del paso de concentracidn, el concentrado se puede
aplicar a wuna matriz adecuada de purificacién. De manera
alternativa, se puede enfriar wuna resina de intercambio
anidénico, por ejemplo, una matriz o sustrato gue tiene grupos
dietilaminoetilo (DEAE) colgantes. Las matrices pueden ser
acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos
cominmente empleados en purificacidén de proteinas. De manera
alternativa, se puede emplear un paso de intercambio
catidnico. Los intercambiadores catidnicos adecuados incluyen
varias matrices insolubles que comprenden grupos sulfopropilo
o carboximetilo. Finalmente, se pueden emplear uno o mas pasos
de cromatografia ligquida de alto desempefio de fase invertida
(RP-HPLC) que emplean medio hidrdéfobo de RP-HPLC, por ejemplo,
gel de silice gue tiene grupos metilo colgantes u otros grupos
alifdticos, para purificar adicionalmente una composicidn. de

proteina-Fc de células madre de céncer. Algunos o todos los
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pasos anteriores de purificacidén, en varias combinaciones,
también se pueden emplear para proporcionar una proteina
recombinante homogénea.

Se puede aislar proteina recombinante producida en
cultivo bacteriano, por ejemplo, por extraccidén inicial de
sedimentos celulares, seguido por una o mads concentraciones,
saladura, pasos de cromatografia de exclusidén de tamafio de
intercambio idnico, acuoso. Se puede emplear cromatografia
liguida de alto desempefioc (HPLC) para pasos finales de
purificacidn. Las células microbianas empleadas en la
expresién de una proteina recombinante se pueden romper
por cualquier método conveniente, i1incluyendo ciclo de
congelacidén-descongelacidn, tratamiento con ultrasonido,
rompimiento mecdnico, o el uso de agentes de lisis.

La presente invencidén proporciona métodos bara
inhibir el crecimiento de células tumorigénicas gque expresan
un marcador de células madre de cancer usando los anticuerpos
contra un marcador de células madre de céncer descrito en la
presente. En ciertas modalidades, el método para inhibir el
crecimiento de células tumorigénicas que expresan un marcador
de células madre de céncer comprende poner en contacto la
célula con un anticuerpo contra un marcador de células madre
de céncer in vitro. Por ejemplo, se cultiva una linea de
células inmortalizadas o una linea de células de céncer gue

expresan un marcador de células madre de céncer en medio al
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cual se adiciona un anticuerpo contra el marcador expresadb de
células madre de céncer para inhibir el crecimiento celular.
En algunas modalidades, se aislan células dé tumor que
comprenden células madre de tumor a partir de una muestra de
paciente tal como por ejemplo, una biopsia de tejido, efusidn
pleural, o muestra sanguinea y se cultivan en un medio al cual
sé adiciona un anticuerpo contra un marcador de células madre
de céncer para inhibir el crecimiento celular.

En algunas modalidades, el método para inhibir el
crecimiento de células tumorigénicas que expresan un marcador
de células madre de céncer comprende poner en contacto la
célula con un anticuerpo contra un marcador de células madre
de céncer 1in vivo. En cilertas modalidades, 1la puesta en
contacto de una célula tumorigénica con un anticuerpo contra
un marcador de c¢élulas madre de céncer se emprende en un
modelo de animal. Por ejemplo, se cultivan xenoinjertos gque
expresan un marcador de células madre de céncer en ratones
inmunocomprometidos (por ejemplo, ratones NOD/SCID) que se
administran con un anticuerpo contra dn marcador de células
madre de cancer para inhibir el crecimiento tumoral. En
algunas modalidades las células madre de cancer gue expresan
un marcador de células madre de céncer se aislan de una
muestra de paciente tal como por ejemplo una biopsia de
téjido, efusidén pleural, muestra sanguinea y se inyectan en

ratones inmunocomprometidos que entonces se administran con un
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anticuerpo contra el marcador de células madre de cancer para
inhibir el crecimientb de células tumorales. En algunas
modalidades, el anticuerpo contra un marcador de células madre
de céncer se administra al mismo tiempo o brevemente después
de la introduccidn de células tumorigénicas en el animal para
impedir el crecimiento tumoral. En algunas modalidades, el
anticuerpo contra un marcador de células madre de céncer se
administra como un producto terapéutico después de que se han
cultivado las células tumorigénicas hasta un tamafio
especificado.

La presente invencidn proporciona adicionalmente
composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos gue
seleccionan como objetivo un marcador de células madre de
céncer. Estas composiciones farmacéutiéas encuentran uso al
inhibir el crecimiento de células tumorales y al tratar céncer
en pacientes humanos.

Se preparan formulaciones para almacenamiento y uso
al combinar un anticuerpo purificado de la presente invencidn
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo,
portador, excipiente) (Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 20th Edition Mack Publishing, 2000). Los wvehiculos
adecuados farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se
limitan a, amortiguadores no téxicos tal como fosfato, citrato
y otros &cidos orgédnicos; sales tal como cloruro de sodio;

antioxidantes que 1incluyen &acido ascérbico y metionina;
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conservadores (por ejemplo, cloruro de octadecildimetilbencil-
amonio; cloruro de hexametonio; <c¢loruro de Dbenzalconio;
cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico;
alqﬁil—parabenos, tal como metil- o propil-parabeno; catecol;
resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; v m-cresol) ;
polipéptidos de bajo peso molecular (por ejemplo, de menos de
10 residuos de aminodcido); proteinas tal como albumina de
suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tal
como poiivinilpirrolidona; aminodcidos tal <como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, e} glicina;
carbohidratos tal como monosacaridos, disacdridos, glucosa,
mannosa o dextrinas; agentes quelantes tal como EDTA; azucares
tal como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contra-iones
formadores de sal tal como sodio; complejos metalicos (por
ejemplo, complejos Zn-proteina); y agentes tensioactivos no
iénicos tal como TWEEN o polietilenglicol (PEG).

La composicidn farmacéutica de la presente invencidn
se puede administrar de cualguier numero de maneras para
tratamiento ya sea local o sistémico. La administracidn puede
ser tépica (tal como a las membranas mucosas incluyendo
distribucién vaginal y rectal) tal como parches transdérmicos,
ungientos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios,
aspersiones, ligquidos vy polvos; pulmonar (por ejemplo, por
inhalacidén o insuflacidén de polvos o aerosolesg, incluyendo por

nebulizador; intratragqueal, intranasal, epidérmica Y
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transdérmica; oral; o parenteral incluyendo infusidén o
inyeccidn intravenosa, intraarterial, subcuténea,
intraperitoneal o intramuscular; o intracraneal (por ejemplo,
intratecal o intraventricular).

La formulacidn terapéutica puede estar en la forma
de dosis wunitaria. Estas formulaciones incluyen tabletas,
pildorasg, cédpsulas, polvos, granulos, soluciones - o
suspensiones en agua o medios no acuosos, supositorios para
administracidén oral, parenteral o rectal o para administracién
por inhalacidén. En composiciones sdélidas tal como tabletas, el
ingrediente activo principal se mezcla con un portador
farmacéutico. Los ingredientes convencionales de formacidén de
tabletas incluyen almidén de maiz, lactosa, sacarosa,
sorbitol, talco, &cido estedrico, estearato de magnesio,
fosfato dicédlcico o gomas, y otros diluyentes (por ejemplo,
agua) para formar una composicidén de pre-formulacidén sdlida
gue contiene una mezcla homogénea de un compuesto de la
presente invencidn, o una sal farmacéuticamente aceptable no
téxica del mismo. La composicidén de pre-formulacidn sdlida
entonces se sub-divide en formas de dosis unitarias del tipo
descrito anteriormente. Las tabletas, pildoras, etc., de la
nueva composicidn se pueden revestir o combinar de otro modo
para proporcionar una forma de dosis que de la ventaja de
accidén prolongada. Por ejemplo, la tableta o pildora puede

comprender una composicidén inerte cubierta por un componente



5
10

@
15

25

126

a

exterior. Adicionalmente, 1los dos componentes se pueden
separar por una capa entérica dque sirve para resistir la
desiﬁtegracién Yy permite gque el componente interior pase
intacto a través del estdmago © que se retrase en la
liberacidn. Se pueden usar una variedad de materiales tal como
capas o revestimientos entéricos, gque son materiales que
incluyen varios 4&cidos poliméricos vy mezclas de 4cidos
poliméricos con estos materiales tal como goma laca, alcohol
cetilico y acetato de celulosa.

Las composiciones farmacéuticas incluyen anticuérpos
de la presente invencidén vueltos complejos con liposomas
(Epstein, et al., 1985, Proc, Natl. Acad. Sci. USA 82:3688;
Hwang et al., Proc, Natl. Acad. Sci. USA 77:4030; y Patentes
de los Estados Unidos numero 4,485,045 vy 4,544,545). Se
describen liposomas con tiempo mejorado de circulacidén en la
Patente de 1los Estados Unidos numero 5,013,556. Se pueden
generar algunos liposomas por evaporacidén de fase inversa con
una composicién de lipido que comprende una fosfatidilcolina,
colestefol, y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). Se extruyen liposomas a través de filtros de tamafio
definido de poro para producir liposomas con el didmetro
deseado.

Los anticuerpos también se pueden atrapar en
microcapsulas. Estas microcédpsulas se preparan, por ejemplo,

por técnicas de coacervacidédn o por polimerizacidn interfacial,
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por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcédpsulas de gelatina
vy microcdpsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente,
en sistemas de distribucidén de farmaco coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones,
nanoparticulas y nanocdpsulas) o en macroemulsiones como se
describe en Remington, The Science and Practice of Pharmacy
20th Edition Mack Publishing,.(ZOOO).

Ademés se pueden preparar preparaciones de
liberacidn sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones
de liberacidén sostenida incluyen matrices semipermeables de
polimeros hidréfobés sélidos que contienen el anticuerpo,
matrices que estdn en la forma de articulos formados (por
ejemplo, peliculas o microcdpsulas). Los ejemplos de matrices
de liberacidén sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles tal
como poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(alcohol viniliéo),
poliléctidos (Patente de los Estados Unidos numero 3,773,919),
copolimeros de A4cido L-glutémico vy 7T-etil-L-glutamato,
etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros
degradables de &cido léactico-4cido glicdlico tal como LUPRON
DEPOT TM (microesferas inyectables compuestas de copolimero de
4dcido 1léctico-4cido glicdlico y acetato de leuprdlido),
acetato-isobutirato de sacarosa, Yy dcido poli-D-(-)-3-
hidroxibutirico.

En algunas modalidades, el tratamiento comprende la

administracién combinada de un anticuerpo de la presente
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invencién en agente quimioterapéutico o cdéctel de miltiples
agentes quimioterapéuticos diferentes. El1 tratamiento con un
anticuerpo puede presentarse antes de, concurrente con, o
subsiguiente a la administracién de quimioterapias. Las
guimioterapias contempladas por la invencidn incluyen
sustancias quimicas o fArmacos que se conocen en la técnica y
estan comercialmente disponibles, tal como doxorrubicina, 5-
Fluorouracilo, Citosina-arabindsido (“Ara-C”), Ciclofosfamida,
Tiotepa, Busulfano, Citoxina, Taxol, Metotrexato, Cisplatina,
Melfalan, Vinblastina vy Carboplatina. La administracidn
combinada puede incluir co-administracién ya sea en una
formulacidén farmacéutica individual o wusando formulaciones
separadas, o administracidén consecutiva en cualquier oxrden
pero en general dentro de un periodo de tiempo tal que todos
los agentes activos puedan exceder simulténeamente sus
actividades Dbioldgicas. La preparacién y programas de
dosificacidén para estos agentes guimioterapéuticos se pueden
usar de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes o como
se determine empiricamente por el practicante experto. La
preparacién Y programas' de dosificacidén para estas
quimioterapias también se describe en Chemotherapy Service
Ed., M. C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md. (1992}.
En ciertas modalidades de. la invencién, el
t?atamiento comprende la administracidén combinada de un

anticuerpo de la presente invencidén y un segundo agente

il
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terapéutico. Como se usa en la presente, “un segundo agente
terapéutico” incluye, pero no se limita a, agente
gquimioterapéutico, terapias de radiaciédn, citocina Yy

anticuerpo contra otro antigeno asociado a tumor.

En otras modalidades, el tratamiento comprende la
administracidén combinada de un anticuerpo de la presente
invencidén y terapia de radiacidén. El1l tratamiento con el
anticuerpo puede ocurrir antes de, concurrente con, o}
subsiguiente a la administracién de la terapia de radiacidn.
Sé puede usar cualguier programa de dosificacidén para esta
terapia de radiacidédn como se determine por el practicénte
experto.

En otras modalidades, él tratamiento puede
comprender la administracidén combinada de anticuerpos de la
presente invencidén con otros anticuerpos contra antigenos

adicionales asociados a tumor que incluyen, pero no se limitan

a, anticuerpos dque se unen al receptor de EGF (EGFR)
(Erbitux™), el receptor de erbB2 (HER2) (Herceptin™), vy
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Avastin'™).

Adicionalmente, el tratamiento puede incluir la administracidn
de una o mé&s citocinas, y se puede lograr por remociédn
quirurgica de células de céncer o cualquier otra terapia
juzgada necesaria por un facultativo que trata.

Para el tratamiento de lé enfermedad, 1la dosis

apropiada de un anticuerpo de la presente invencién depende
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del tipo de enfermedad que se va a tratar, de la severidad y
curso de la enfermedad, de la sensibilidad de la enfermedad,
si el anticuefpo se administra para propdsitos terapéuticos o
preventivos, terapia previa, historia clinica del paciente, y
demds todo a discrecidén del facultativo gque trata. . El
anticuerpo se puede administrar una vez o durante una serie de
tratamientos que duran desde variog dias a varios meses, O
hasta que se efectue una curacidén o se logre una disminuciédn
del estado de enfermedad (por ejemplo, reduccidén en el tamafio
del tumor) . Se pueden calcular programas éptimos de
dosificacidén a partir de mediciones de acumulacidén de férmacos
en el cuerpo del pacienpe y variaradn dependiendo de la
pdfencia relativa de un anticuerpo individual. El1 facultativo
que administra puede determinar facilmente dosis Odptimas,
metodologias de dosificacidén y proporciones de repeticidn. En
general, la dosis es de 0.0l u a 100 mg por kg de peso
corporal, vy se puede dar una vez o mas veces  al dia,
semanalmente, mensualmente o anualmente. E1 facultativo gque
trata puede estimar las proporciones de repeticidén para la
dosificacidédn en base a los tiempos medidos de residencia y a
las concentraciones del farmaco en los fluidos o tejidos
corporales.

La presente invencidn proporciona kits que
comprenden 1los anticuerpos descritos en la presente y gue se

pueden usar para realizar los métodos descritos en la
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presente. En ciertas modalidades, un kit comprende al menos un
anticuerpo purificado contra un marcador de células madre de
cdncer en uno o mas recipientes. En algunas modalidades, los
kits contienen todos los componentes necesarios y/o
suficientes para realizar un ensayo de deteccidn, incluyendo
todos los controles, instrucciones para realizar ensayos, Y
cualquier software necesario para andlisis y presentacidn de
resultados. Un experto en la técnica reconocerd facilmente que
los anticuerpos descritos de la presente invencidén se pueden
incorpérar fadcilmente en uno de los formatos establecidos de
kit gue son bien conocidos en la técnica.

Las modalidadés de la presente invencidén se pueden
definir adicionalmente por referencia a los siguientes
ejemplos, que describen en detalle la preparacidén de
anticuerpos de la presente descripcidén y métodos para usar los
anticuerpos de la presente descripcién. Serd evidente para
aquellos expertos en la técnica que sé pueden practicar muchas
modificaciones, tanto a los materiales como a los métodos, sin
apartarse del alcance de la presente descripcidn. Dondeqﬁiera
que sea posible, los mismos numeros de referencia se usarédn a
todo lo largo de las figuras para referirse a las mismas o
similares partes. Como se usa en la presente y en las
reivindicaciones anexas, las formas “singulares “un”, “o” vy
“el” incluyen referencias plurales a menos gque el contexto

dicte claramente lo contrario. De esta manera, por ejemplo, la
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referencia a “un anticuerpo” incluye una pluralidad de estos
anticuerpos © uno o mas anticuerpos y equivalentes de 1los
mismos conocidos para aquellos expertos en la técnica.
Adicionalmente, todos los numeros que expresen cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccidén, pureza, o polipéptido
de 1longitudes de polinucledétido, vy demds, usados en la
especificacidén, se modifican por el término “aproximadamente”
a menos que se indique de otro modo. Por consiguiente, los
pardmetros numéricos expuéstos en la especificacidén y en las
reivindicaciones son aproximaciones que pueden variar
dependiendo de las propiedades deseadas de la presente
invencidn.

Ejemplos

Ejemplo 1: Produccién de Anticuerpos de DLL4 Monoclonales y
Humanizados

Produccidén de Antigenos

Se generd un fragmento de polipéptido recombinante
del dominio extracelular de DLL4 humano como un antigeno para
la produccidén de anticuerpos. Se usd tecnologia normal de ADN
recombinante para aislar a un polinucledétido que codifica para
los aminoécidos 1-522 de DLL4 (SEQ ID NO: 25). Este
polinucledétido se 1ligdé en cuadro N-terminal a ya sea una Fc-
marca humana o histidina-marca y se c¢loné en un vector de
pléasmido de transferencia para expresidn mediada por

baculovirus en células de insecto. Se usaron protocolos de
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norﬁales de transfeccidn, infeccidn y cultivo celular para
producir células recombinantes de insecto que expresan el
correspondiente polipéptido de DLL4 (O'Reilley et al.,
Baculovirus expression vectors: A Laboratory Manual, Oxford:
Oxford University Press (1994)).

La escisién de la secuencia se sefial enddgena. de
DLL4 humano se aproximé usando software de prediccidén de
escisidén SignalP 3.0, sin embargo, el punto real de esciSiéh
in vivo puede diferir por un par de aminodcidos en cualquier
direccidén. La escisidén prevista de DLL4 estd entre 1los
aminodcidos 1 y 26, de esta manera la proteina de antigeno de
DDL4 comprende aproximadamente el aminodcido 27 hasta el
aminoadcido 522. Se purificé la proteina de antigeno de medio
acondicionado con células de insecto usando cromatografia de
afinidad de Ni**-quelato y Proteina A. entonces se diali26 la
proteina purificada de antigeno contra ?BS (pH=7), se
concentrd a aproximadamente 1 mg/ml, y se filtrd estéril en la
preparacidén para inmunizacidn.

Inmunizacidn

Se inmunizaron ratones (n=3) con proteina purificada
de antigeno de DLL4 (Antibody Solutions, Mountain View, CA)
usando técnicas normales. Se examiné la sangre de ratones
individuales aproximadamente 70 dias después de la
inmunizacidén inicial para reconocimiento de antigenos usando

andlisis de ELISA y FACS (descritos en detalle mas adelante).

A



5

h 10
o

15

25

134

Los dos animales con los titulos méds altos de ahticuerpo se
seleccionaron para refuerzo final con antigeno después de 1lo
cual se aislaron células de bazo para la produccidén de
hibridomas. Las células de hibridoma se colocaron en placas de
96 concavidades a 1 célula por concavidad, y el sobrenadante
de cada concavidad se examindé por andlisis de ELISA y FACS
conﬁra la proteina de antigeno. Se seleccionaron varios
hibridomas con el titulo alto de anticuerpos y se auﬁentaron
en escala en cultivo estédtico en matraz. Se purificaron'los
anticuerpos del sobrenadante de hibridoma usando cromatografia
de proteina A o proteina G-agarosa. Nuevamente se probaron los
anticuerpos monoclonales purificados por FACS Y se
isotipificaron para seleccionar los anticuerpos de IgG e IgM.

Andlisis de FACS

Para seleccionar anticuerpos monoclonales produéidos
por hibridomas, se usaron clones que reconocen la proteina de
DDL4 de superficie celular, nativa, por analisis FACS. Se co-
transfectaron células HEK293 con vectores de expresidn que
codifican para el clon de ADNc de longitud completa de DLL4 y
el marcador de transfeccidén, GFP. Veinticuatro o cuarenta y
ocho horas después de 1la transfeccidn, las células se
recolectarcon en suspensién' Yy se incubaron en hielo con
anticuerpos anti-DLL4 o IgG de control para detectar la unidn
de anticuerpo de fondo. Las células se lavaron y los

anticuerpos primarios se detectaron con anticuerpos
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Entonces se clasificaron las células marcadas por FACS para
identificar anticuerpos anti-DLL4 que reconoce de manera
especifica la expresidén en superficie celular de la proteina
de DLLZ de superficie celular, nativa. Los anticuerpos
monoclonales 21M14 y 21M18 reconocieron DLL4 en células
transfectadas (Figura 1). El1 anticuerpo murino 21M18 se
depositd en American Tissue Culture Collection (No. X).
Entonces, se determind, usando citometria de flujo
la capacidad de 1los anticuerpos dirigidos hacia DLL4 para
interferir con la interaccidn entre DLL4 y Notch. Se incubaron
células HEK293 establemente transducidas con ADNc de DLL4 con
yva sea Notchl-EGF10-15-Fc¢ o proteina-Fc de control en la
presencia de anticuerpos de control o anti-DLL4. Se detecté la
unidén de las proteinas de fusidén de Fc a células que expresan
DL.LL4 por anticuerpo anti-Fc de cabra conjugados a PE vy
citometria de flujo. Entonces se determind, por una
disminucidén en la intensidad de fluorescencia la capacidad de
los anticuerpos anti-DLL4 para inhibir la unidén de Notch a
DLL4. Como se muestra en la Figura 2A, se observd inhibiciédn
de la unidén de Notch c¢on los anticuerpos murinos 21M14 vy
21M18, pero no 21M12. Adicionalmente, 21M18 murino se usa de
manera especifica a DLL4 humano pero no murino, y bloguea la
unién de DLL4 humano pero no DLL4 murino que se une a células

que expresan Notch 1 (Figura 2B). Estos datos indican que
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21M18 en experimentos de xenoinjerto seleccionan como objetivo
DLL4 humano expresado en las células tumorales y no el DLL4
murino expresado en la vasculatura.

Correlacidn de Epitopos

Para identificar 1los anticuerpos que reconocen
regiones especificas del dominio extracelular de DLL4, se
realizé la correlacidn de epitopos. Se generaron, usando
tecnologia normal de ADN recombinante, vectores de plésmidos
de expresidén de mamifero que comprenden un promotor de CMV en
la direccidn 5’ de los polipéptidos qﬁe codifican para una
serie anidada de fragmentos de supresidén del dominio
extravascular de DLL4 fusionado a proteinas de Fc. También se
generaron, usando tecnologia normal de ADN recombinante
construcciones adicionales que codificaron para fragmentos de
DLL4 que fueron quimeras de DLL4 humano y de ratdn fusionado a
la proteina de Fc. Se disefi® una serie adicional de proteinas
de fusidén de DLL4-Fc¢ que incluyeron sustituciones especificas
de aminoédcidos. Estas proteinas de fusidén recombinante se
expresaron en células HEK 293 transitoriamente transfectadas
de las cuales se recolectd medio acondicionado veinticuatro a
veintiocho horas después de la transfeccidén por ELISA. Los
fragmentos de proteina de fgsién de DLL4 se capturaron en
piacas revestidas con anticuerpos anti-Fc humana. Entonces se
dejaron que los anticuerpos anti-DLL4 interactien con- los

fragmentos de DLL4 unidos y se midié la unidén por incubacidn
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subsiguiente con anticuerpo anti-ratdédn conjugado con HRP vy

deteccidn de la actividad de HRP (Figura 3A). Como se muestra

en la Figura 3A, los anticuerpos murinos monoclonales 21M14 4

21M18 reconocen el epitopo contenido dentro de los aminodcidos
1-217 de DLL4. Esta rggién contiene un motivo llamado el
dominio “DSL (Delta/Serrado/lag-2)" presente en varios
ligandos de Notch (Tax et al., 1994, Nature 368:150-4).
Adicionalmente, se examinaron varios anticuerpos monoclonales
anti-DLL4 para la unidén a fragmentos de proteina de fusidn de
DLL4 por andlisis de transferencié western (Figﬁra 3B).rEste
trabajo demuestra la unidén especifica humana de 21M18 a DLL4
con los aminodcidos 1-154 en la presencia de un dominio DSL
presente dentro de los aminodcidos 155-217. Esto demuestra una
importancia anteriormente inapreciada de esta secuencia N-
terminal de la funcidén de DLL4. Este trabajo se resume en
forma esquemdtica (Figura 3C) con las unidén de 21M18 o
carencia de unidén denotada por “+“ o “-", respectivamente. La
unién de 21M18 se caracterizdé adicionalmente por examen de la
unién de 21M18 a una serie de fragmentos de proteina de DLL4
(DLL4doml-6) que contiene sustituciones especificas de
aminoacidos que cambian los aminodcidos de DLL4 humano por los
correspondientes aminodcidos murinos. Estas proteinas de
fusidén se examinaron para la unidén a 21M18 por ELISA. Se
identificaron varias posiciones como importantes para la unidn

de 21M18 como se muestra (Figura 3D). 21M18 presenta unidn
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degradada a fragmentos de proteina de DLL4 con sustituciones
en los aminodcidos 68, 69 y 71 (reemplazo de valina, valina y
prolina) o en los aminodcidos 142 y 144 (reemplazo de lisina y
alanina). En contraste, un anticuerpo distinto 21M21 se une a
un epitopo contenido dentro de la regidén de DSL (Figura 3E),
pero este anticuerpo no impacta la funcidén de DLL4 como se
muestra en la Figura 6, demqstrando gue la unidén de DSL no
predice un anticuerpo funcional.

Anticuerpos Quiméricos

Después de que se identifican anticuerpos
monoclonales que reconocen especificamente DLL4, estos
anticuerpos se modifican para superar la respuesta inmunitaria
de anticuerpos humanos anti-ratdén (HAMA) cuando se usan
anticuerpos de roedor como agentes terapéuticos. En ciertas
modalidades, las regioneé variables de la cadena pesada de
cadena ligera del anticuerpo monoclonal seleccionado por RT-
PCR a partir de células de hibridoma y se ligan en cuadro a
regiones constantes de cadena ligera kappa y cadena pesada de
IgG; humana, respectivamente, en vectores de expresidén de
mamifero. De manera alternativa, se usa un vector de expresidn
de Ig humano tal como TCAE 5.3 que contiene los genes de
regidén constante de cadena ligera kappa y cadena pesada de
IgG; humana en el mismo plésmido (Preston et al., 1998,
Infection & Immunity 66:4137-42). Entonces se co-transfectan

vectores de expresidn que codifican para cadenas pesada vy
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ligera quiméricas en células de ovafio de hémster Chino (CHO)
para produccidn de anticuerpos quiméricos. La
inﬁunorreactividad y la afinidad de los anticuerpos quiméricos
se comparan a anticuerpos murinos parentales por ELISA y FACS.

Anticuerpos Humanizados

En ciertas modalidades, se generan anticuerpos
humanizados contra DLL4. Los dominios variables del anticuerpo
monoclonal murino 21M18 se aislaron y se secuenciaron a partir
de la linea de hibridoma usando PCR degenerada esencialmente
como se describe en Larrick J.M., et al., 1989, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 160: 1250 y Jones, S.T. & Bending, M.M.,
1991, Bio/Technology 9:88. Entonces se eiigieron regiones de
soporte, variables, de cadena pesada y 1ligera, humanas que
igualmente son estructuralmente similares a las secuencias de
aminodcidos del anticuerpo 21M18 parental como las regiones de
soporte, humanas para humanizacidén. Para identificar las
regiones de soporte, humanas, candidatas, las secuencias de
proteina previstas codificadas por los dominios variables
murinos Vg y V, de 21M18 se comparan con secuencias de
anticuerpo, humanas codificadas por ADNc humano expresado
usando busquedas BLAST para secuencia humana depositadas en
Genbank. Usando este método, se seleccionan secuencias de
ADNC, humanas, expresadas (por ejemplo genbank AY393019,
DC295533) para andlisis adicional al disefiar un soporte de

cadena pesada.
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Las diferencias de aminodcidos entre cadenas
pesadas, de soporte, humanizadas, candidatas vy 1la cadena
pesada del anticuerpo 21M18 monoclonal murino de origen se
evalyian para importancia probable, ¥y un Jjuicio hecho .con
respecto a si cada diferencia en la pbsicién contribuye al
plegado apropiado del anticuerpo 21M18. Este andlisis se guia
por el examen de estructuras cristalinas resueltas de otros
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, la estructura de fab
2E8 como se describe en Trakhanov et al, Acta Crystallogr D
Biol Crystalogr, 1999, 55:122-28). Se modelan estructuras
usando software de computadora que incluye Jdmol, quick PDB, vy
Pymol. Se da consideracidén al impacto potencial de un
aminodcido en una posicidén determinada en el empaque del
soporte de 1la PB-hoja, la interaccién entre los dominios
variables de cadena pesada y ligera, el grado de exposicidn a
solvente de la cadena lateral de aminoacidos, y la
probabilidad gue un aminoacido impactara la colocacidn de las
asas de CDR. De este andlisis, se sintetizaron gquimicamente
cinco cadenas de Vy candidatas fusionadas en cuadro a la
regién constantes de IgG2 humana. Las <cadenas pesadas
candidatas comprenden: i) de un soporte humano funcional gque
contiene sustituciones seleccionadas dentro de la regidn de
soporte, sintética basada en el andlisis de impacto probable
en la funcidén de unidén de 21M18 y ii) la CDR del anticuerpo

murino 21M18 parental (SEQ ID Nos: 1, 2 vy 5).
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De manera similar, se identifican diferencias de
aminoacidos entre una cadena ligera de IGK(V)4-1 de soporte,
humana, seleccionada vy la cadena 1ligera del anticuerpo
monoclonal murino 21M18 de origen, y entonces se hace juicio,
con respecto a si cada diferencia en la posicidn contribuye al
plegado apropiado del anticuerpo 21M18. De este andlisis, se
sintetizan quimicamente cinco cadenas de V., candidatas. La
primera cadena ligera candidata comprende: 1) soporte humano
de IGK(V)4-1 completo y ii) la CDR del anticuerpo murino 21M18
de origen (SEQ ID Nos. 9, 10 y 11). Las cuatro cadenas ligeras
candidatas adicionales comprenden: 1) 1la regidén de soporte
humana de IGK(V)4-1 con un numero creciente de residuos
murinos de 21M18 retenidos en la regidén de soporte y 1ii) la
CDR del anticuerpo murino 21M18 de origen (SEQ ID Nos: 9,‘10 Y
11).

La funcionalidad de cada cadena pesada y ligera
humanizada, variante, candidata se prueba por co-
transformacidén en células mamiferas. Cada una de las cinco
cadenas pesadas de 21M18, humanizadas, candidatas descritas
anteriormente se co-transfectan con el ADNc de cadena ligera
de 21M18 murino en células HEK, vy se valora el medio
acondicionado para la actividad de unidén al antigeno DLL4 por
ELISA. La variante de la cadena pesada de 21M18 que exhibe la
unién mads fuerte se selecciona. Esta variante “21M18 H2”

contiene, ademds de las CDR murinas, sustituciones en 6
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posiciones de soporte dentro del soporte de Vh, posiciones de
Kabat, 16, 20, 27, 28, 38 y 48 (Figura 4A). La cadena pesada
humanizada 21M18 H2 entonces se co-transfecta con cada una de
la 5 cinco cadenas ligeras humanizadas candidatas en células
HEK293, y entonces se valora el medio acondicionado para la
unién a antigeno por ELISA. Una variante de cadena ligera
individual se encuentra que exhibe mejor unidén que los otros
candidatos, “21M18 L2”, que retiene residuos murinos en las
posiciones de Kabat 22 y 36 (Figura 5).

Entonces, se altera el residuo aislado de cisteina
en CDR2 H2 (SEQ ID NO: 2). De manera especifica, se sintetizan
dos variantes de cadena pesada de H2 con el residuo de
cisteina en la posicidén de Kabat 52a modificado a un residuo
de serina (variante H7; SEQ ID NO: 3) o valina (variante H9;
SEQ ID NO: 4). Estas cadenas pesadas se co-transfectan en
células HEK293 con L2, vy medio acondicionado nuevamente
valorado. Ambas variantes (21M18 H7L2 y 21M18 H9L2) demuestran
unidén especifica a antigeno por ELISA. De esta manera las CDR
2 de cadena pesada de 21M18 comprende SEQ ID Nos: 2, 3 6 4 en
las cuales el residuo en la posicidén de Kabat 52a comprende un
residuo de cisteina, serina o valina.

En ciertas modalidades, se generaron anticuerpos
humanizados contra DLL4. Los dominios variables del anticuerpo
monoclonal murino 21M18 se aislaron y se secuenciaron de la

linea de hibridoma usando PCR degenerada esencialmente como se
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describe en Larrick J.M., et al.,1989, Biochem. Biophys. Res.
Comm. 160: 1250 y Jones, S.T. & Bending, M.M., 1991,
Bio/Technology 9:88. Las regiones de soporte, variables de
cadena pesada Y ligera, humanas mads similares a las secuencias
de aminodcidos del anticuerpo 21M18 parentales entonces se
eligieron como las regiones de soporte, humanas para
humanizacidén. Para identificar las regiones de soporte,
humanas, mas similares, las secuencias de proteina previstas
codificadas por los dominios variables murinos de Vg y Vi de
21M18 se compararon con dominios variables de Ig codificados
por el genoma humano usando bﬁéquedas de BLAST para secuencia
gendémica humana depositada en Genbank. Usando este método, se
eligidé IGH(V)1-18 como la regidn de soporte, de cadena pesada,
humana y se eligidé IGK(V)4-1 como la regidén de soporte, de
cadena ligera, humana.

Las diferencias de aminodcidos entre 1la cadena
pesada de IGH(V)1-18 de soporte, humana, seleccionada y la
cadena pesada del anticuerpo monoclonal murino 21M18 parental
se identificaron, y entonces se hizo un juicio con respecto a
si cada diferencia en la posicidén contribuydé al plegado
apropiado del anticuerpo 21M18. Este andlisis se guio por el
examen de estructuras cristalinas resueltas de ofros
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, la estructura de fab
2E8 como se describe en Trakhanov et al, Acta Crystallogr D

Biol Crystallogr, 1999, 55:122-28) . Las estructuras se
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modelaron usando software de computadora gque incluye dJmol,
quick PDB, y Pymol. Se dio consideracidén al impacto potencial
de un aminocdcido en una posicidn determinada en el paquete del
soporte de la B-hoja, la interaccidén entre los dominios
variablegs de cadena pesada y ligera, el grado de exposicidn a
solvente de la cadena 1lateral de aminoécidos, vy 1la
probabilidad que un aminodcido impactara la colocacidn de las
asas de CDR. De este andlisis, se sintetizaron quimicamente
cinco cadenas de Vg candidatas fusionadas en cuadro a la
regién constante de IgG2 humana. La primera cadena pesada
candidata comprendidé: i) un soporte humano de IGH(V)1-18
completo y 1ii) la CDR del anticuerpo murino 21M18 parental
(SEQ ID Nos: 1, 2 y 5). Las cuatro-cadenas pesadas candidatas
adicionales comprendieron: i) la regidn de soporte, humana de
IGH(V)1-18 c¢on un numero creciente de residuos murinos de
21M18 retenidos en la regidén de soporte y ii) la CDR del
anticuerpo murino 21M18 parental (SEQ ID Nos: 1, 2 y 5).

De manera similar, se identificaron diferencias de
aminodcidos entre la cadena ligera de IGK(V)4-1 de soporte,
humana, seleccionada vy la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal murino 21M18 de origen, y entonces se hizo un
juicio con respecto a si cada diferencia en la posicidn
contribuyd al plegado apropiado del anticuerpo 21M18. De este
andlisis, se sintetizaron qguimicamente cinco cadenas de Vi

candidatas. La primera cadena ligera candidata comprendid: 1)
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un soporte humano de IGK(V)4-1 completo y 1ii) la CDR del
anticuerpo murino 21M18 parental (SEQ ID Nos. 9, 10 y 11). Las
cuatro cadenas ligeras candidatas adicionales comprendieron:
1) la regidén de soporte, humana de IGK(V)4-1 con un numero
creciente de residuos murinos de 21M18 retenidos en la regidn
de soporte vy 1i) la CDR del anticuerpo murino 721Ml8
parental (SEQ ID Nos: 9, 10 vy 11).

Mediante co-transfeccidén en células mamiferas se
robé la funcionalidad de cada cadena pesada vy 1ligera,
humanizada, variante, candidata. Cada una de las cinco cadenas
pesadas de 21M18, humanizadas, candidatas descritas
anteriormente se co-transfectd con el ADNc de cadena ligera de
21M18 murino en células HEK293, y.entonces se valordé el medio
acondicionado para la actividad de unidén al antigeno de DLL4
por ELISA. Se selecciond la variante de cadena pesada de 21M18
que exhibe la unidén més fuerte. Esta variante, “21M18 H2”
contuvo, ademds de las CDR murinas, residuos murinos en cinco
posiciones de soporte, las posiciones de Kabat 2@, 28, 3é, 48
v 69 (Figura 4). La cadena pesada humanizada 21M18 H2 entonces
se co-transfectd con cada una de 1las cinco cadenas ligeras
humanizadas candidatas en células HEK293, y nuevamente se
valoré el medio acondicionado para la unidén al antigeno por
ELISA. Se encontrd que variante de cadena ligera individual
exhibe mejor unidn que los otros candidatos, “21M18 L2”, que

retiene los residuos murinos en las posiciones de Kabat 22, 36
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(Figura 5).

Entonces, se alterd el residuo asilado de cisteina
en CDR2 H2 (SEQ ID NO: 2). De manera especifica, se
sintetizaron dos variantes de cadena pesada de H2 con el
residuo de cisteina en la posicidén de Kabat 52a modificado a
un residuo de serina (variante H7; SEQ ID NO: 3) o -de valina
(variante H9; SEQ ID NO: 4). Estas cadenas pesadas se cCo-
transfectaron en células HEK293 con L2, y nuevamente se valord
el medio acondicionado. Ambas variantes (21M18 H7L2 y 21M18
HOL2) demostraron unidén especifica a antigeno por ELISA. De
esta manera las CDR 2 de cadena pesada de 21M18 comprende SEQ
ID Nos: 2, 3 & 4 en las cuales el residuo en la posicidn de
Kabat 52a es un residuo de cisteina, serina o valina.

Los anticuerpos 21M18 humanizados entonces se
caracterizaron adicionalmente. De manera especifica, la
afinidad de unidén de los anticuerpos 21M18 humanizados
purificados por cromatografia de proteina A se determind
usando Biacore. Se determind la afinidad que eé
aproximadamente 0.33 nM para la variante H2LZ de 21MI18.

Los anticuerpos 21M18 humanizado se depositaron con
ATCC (21M18 HY9L2, ATCC depdsito no. PTA-8427 vy 21M18 HTL2,
ATCC depdsito no. PTA-8425, depositados el 10 de mayo de
2007) .

Anticuerpo Humanos

En algunas modalidades, usando tecnologia de
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visualizacidén en fagos se aislaron anticuerpos humanos que
reconocen de manera especifica el dominio extracelular de
DLL4. Una biblioteca de anticuerpos sintéticos gque contiene
dominios variables de anticuerpos humanos se examina para
reconocimiento especifico y de alta afinidad del antigeno de
DLL4 descrito anteriormente. De manera especifica, se
intercambian casetes de CDR en la biblioteca mediante sitios
unicos de restriccidén de flangqueo por optimizacidén de
anticuerpos. Entonces se clonan regiones variables humanas
optimizadas en un vector de expresién de Ig que contiene la
cadena pesada y cadenas ligera kappa de IgG; humana para la
expresidén de anticuerpos humanos en células CHO mamiferas.
Ejemplo 2: Ensayos In Vitro para Evaluar Anticuerpos Contra
DLL4

Este ejemplo demuestra ensayos in vitro
representativos para probar la actividad de anticuerpos
generados contra DLL4 en proliferacidén celular, activacidn de

de Notch y citotoxicidad.

Ensayo de Proliferacidn

La expreéién de DLL4 por diferentes lineas de
células de céncer se cuantifica usando andlisis Tagman. Lineas
de células identificadas como que expresan DLL4 se colocan en
placa a wuna densidad de 10% células por concavidad en
microplacas de cultivo de tejido de 96 concavidades y se dejan

propagare durante 24 horas. De manera subsiguiente, se
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cultivan células durante 12 horas adicionales en DMEM fresco
con FCS al 2 % punto en el cual se adicionan anticuerpos anti-
DLL4 versus anticuerpos de control al medio de cultivo en la
presencia de 10 umol/L de BrdU. Después de la marcacidén con
BrdU, se remueve el medio de cultivo, y las células se fijan a
temperatura ambiente durante 30 minutos en etanol y se hacen
reaccionar durante 90 minutos con anticuerpo anti-BrdU
monoclonal conjugado con peroxidasa (clon BMG 6H8, fragmentos
Fab). El sustrato se desarrolla en una solucidn que contiene
tetrametilbencidina y se detiene después de 15 minutos con 25
ul de 1 mol/L de H;04. El color de la reaccidén se mide con un
lector automdtico de.placas de ELISA usando un filtro de 450
nm {(UV Microplate Reader; Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA).
Todos los experimentos se realizaron en triplicado. Se
determina 1la capacidad de 1los anticuerpos anti-DLL4 para
inhibir la proliferacidén celular en comparacidén a anticuerpos
de control.

Ensayo de Activacidén de Ruta

En ciertas modalidades, se determina in vitro la
capacidad de 1los anticuerpos contra DLL4 para bloquear la
activacidén de 1la ruta de sefilalizacidén de Notch. Se co-
transfectaron células HeLa cultivadas en DMEM complementado
con antibidticos y FCS al 10 % con 1) vector indicador Hesl-
Luc que contiene el promotor Hesl en la direccidn 5’ de un gen

indicador de luciferasa de luciérnaga para medir niveles de
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sefializacidn de Notch (Jarriault et al., 1995, Nature 377:355-
8) en respuesta al 1igéndo de DLL4 vy 2) indicador de
luciferasa de Renilla (Promega, Madison, WI) como un control
internb para eficiencia de transfeccidn. Entonces se
adicionaron células transfectadas a ©placas de cultivo
revestidas durante la noche con 10 pug/ml de proteina de DLL4-
Fc. Entonces se adicionaron anticuerpos a DLL4 al medio de
cultivo <celular. Cuarenta vy ocho horas después de Ila
transfeccidén, se midieron los niveles de luciferasa usando un
kit de ensayo dual de luciferasa {(Promega, Madison, WI) con la
actividad de luciferasa de 1luciérnaga normalizada a la
actividad de 1luciferasa de Renilla. De esta manera se
determiné la capacidad de los anticuerpos para inhibir la
activacidén de la ruta de Notch inducida por DLL4. Se observd
inhibicidén de la activacidén de DLL4 de la activacidn dé la
ruta de Notch con los anticuerpos 21M14 y 21M18 murinos anti-
DLL4 (Figura 6). Encontraste, el anticuerpo 21M21 anti-DLL4 no
inhibe la unidén de Notch (Figura 6) a pesar de la unidn al
dominio DSL de DLL4 (Figuras 3A-3C).

En ciertas modalidades, se determind la capacidad de
los anticuerpos anti-DLL4 para modular la activacidén génica en
la direccidén 3’. Se aislaron células de tumor de colon C8 de
animales tratados con anticuerpos 21M18 murinos (descritos en
detalle méds adelante) y se determind por RT-PCR la expresidn

de los genes HES1 y ATOH-1 de la ruta de Notch. Se aisld el
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ARN total del tejido tumoral con el kit de Tejido Fibfoso
RNeasy (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Se determiné la cantidad de muestras de ARN
por la relacidén de 260 nm/280 nm. Se determindé la integridad
de ARN al correr una alicuota de la muestra de ARN en un gel
de agarosa desnaturalizante tefilido con bromuro de etidio
(EtBr). La relacidn de ARNr de 28s a 18s se visualizd usando
una camara FluorChem distribuida con el software AphaEasaFC.
Se eluyeron muestras de ARN en agua libre de RNasa y se
almacenaron a -802C. La RT-PCR de tiempo real se hizo con una
sondas no extensible fluorescente—dual>que contiene el tinte
indicador 3'-TAMRAFAM (6-carboxifluoresceina) y un 3’'-TAMRA
(6-tetrametilrodamina). Se usaron 100 microgramos del ARN
total para PCR de tiempo real en un volumen final de 25 ulL que
contiene transcriptasa inversa, amortiguador Tagman 1X
(Applied Biosystems, Foster City, CA) vy la mezcla de
sonda/cebador. Se llevaron a cabo reacciones en un Sistema de
PCR de Tiempo Real Rapido ABI 7900 HT (Applied Biosystems,
Foster City, CA); 30 minutos a 48°C, 10 minutos a 95°C y 40
ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 602C. Los resultados
se analizaron usando el softwate SDS2.3 (Applied Biosystems) .
Se obtuvieron todos los conjuntos de cebadores y sondas de
Applied Biosystems (Foster City, CA). Sé normalizdé el nivel de
egpresién de genes objetivo al nivel de expresidén del gen Gus

B de mantenimiento casero y se expresdé como cantidad relativa.
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El tratamiento con los anticuerpos 21M18 murinos anti-DLL4
redujo la expresidén de HES1l e incrementd la expresién de ATOH-
1 en comparacidén a tumores tratados de control (Figura 7A).

En algunas modalidades, se establecieron colonias de
células tumorales OMP-Cll agotadas del linaje de ratdn usando
condiciones de «cultivo conocidas para mantener células
tumorigénicas in vitro. Estas colonias de células tumorales se
colocaron con células 3T3 sin (3T3) incluyendo DLL4 humano
(DLL4) sobreexpresado en la superficie celular en la presencia
o ausencia de 10 ug/ml de 21M18 murino o inhibidor de gamma-
secretasa 5 uM (GSI, es decir DBZ). También se incluyé un
control sin cublerta). En tanto gque las células 3T3-DLL4
indujeron la expresidén del gen HES1 y suprimieron la expresidn
del gen ATOH1I mostrado como relacidén de HES1:ATOHl), va sea
21M18 o GSI solo se inhibieron cambios de gen objetivo de
Notch inducidos por DLL4.

Ensayo de Citotoxicidad Dependiente de Complemento

En ciertas modalidades, se usan lineas de células de
cdncer gue expresan DLL4 o células madre de céncer aisladas de
una muestra de paciente hecha pasar como un xenoinjerto en
ratones inmunocomprometidos (como se describe en detalle mas
adelante) para medir la citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) mediada por un anticuerpo contra DLL4. Se
suspendieron células en 200 ul de medio de cultivo RPMI 1640

complementado con antibidticos y 5 % de FBS a 10° células/ml.
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Entonces se mezclaron las células suspendidas con 200 ul de
suero o suero inactivado con calor con anticuerpos contra DLL4
o anticuerpos de control en triplicado. Las mezclas de células
se incubaron durante 1 a 4. horas a 37°C en CO, al 5 %.
Entonces se recolectaron en células tratadas, se re-
suspendieron en 100 ul de anexina V marcada con FITC diluida
en medio de cultivo y se incubd a temperatura ambiente durante
'lO minutos. Se adicionan cien microlitros de una solucidn de
yoduro de propidio (25 ug/ml) diluida en HBSS y se incuba
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se
recolectan, se re-suspenden en medio de cultivo y se analizan
por citometria de flujo. La citometria de flujo de geles
tefiidos con FITC proporciona cuentas celulares totales, vy
captacidén de yoduro de propidio por células muertas como un
porcentaje del numero total de células, se usa para medir la
muerte celular en la presencia de suero y anticuerpos coﬁtra
DLL4 en comparacidén a suero inactivado con calor y anticuerpos
de control. De esta manera se determina la capacidad de los
anticuerpos anti-DLL4 para mediar la citotoxicidad dependiente
de complemento.

Ensayo de Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpo

En ciertas modalidades, se wusan lineas de
células de céncer gue expresan DLL4 o células madre de cancer
aisladas de una muestra de paciente hecha pasar como un

xenoinjerto en ratones inmunocomprometidos (como se describe
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en detalle méds adelante) para medir la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC) mediada por un anticuerpo
contra DLL4. Se suspenden células en 200 ul de medio de
cultivo RPMI 1640 1libre de rojo de fenol complementado con
antibidéticos y 5 % de FBS a 10° células/ml. Se aislan células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sangre periférica
tratada con heparina por centrifugacidén por gradiente. de
densidad de Ficoll-Paque para el uso como células efectoras.
Entonces se mezclan las c¢élulas objetivo (T) con células
efectoras (E) PBMC a relaciones de E/T de 25:1, 10:1 y 5:1 en
placas de 96 concavidades en 1la presencia de al menos un
anticuerpo de DLL4 o un anticuerpo de control. Los controles
incluyen incubacidén de células objetivo solas vy células
efectoras solas en la presencia de anticuerpo. Se incuban
mezclas de células durante 1 a 6 horas a 37°2C en CO, al 5 %.
Entonces se mide 1a¢tato—deshidrogenasa liberada (LDH), una
enzima citosdlica estable liberada en la lisis celular, por un
ensayo colorimétrico (Ensayo de Citotoxicidad no Reactiva
CytoTox96; Promega, Madison, WI). Se recolectan 1los datoé de
absorbancia a 490 nm con un lector de placa normal de 96
concavidades vy se corrige el fondo. El1 porcentaje de
citotoxicidad especifica se calcula de acuerdo a la férmula: %
de citotoxicidad = 100 x (liberacidén experimental de LDH -
liberacién espontdnea efectora de LDH - -liberacidn esponténea

objetivo de LDH)/{(liberacidén méxima objetivo de LDH -
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liberacidén esponténea objetivo de LDH). De esta manera se
determina la capacidad de los anticuerpos contra DLL4 para
mediar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo.
Ejemplo 3: Prevencidén In Vitro de Crecimiento Tumoral Usando
Anticuerpos anti-DLL4

Este ejemplo describe el uso de anticuerpos anti-
DLL4 para prevenir el crecimiento tumoral en un modelo de
xenoinjerto. En ciertas modalidades, se preparan células
tumorales de una muestra de paciente (biopsia de tumor sdélido
o efusidn pleural) qgue se ha hecho pasar como un xenoinjerto
en ratones para el re-paso en animales experimentales. Se
remueve el tejido tumoral bajo condiciones estériles, se
cortan plezas pequefias, se pica completamente usando cuchillas
estériles, vy las suspensiones celulares individuales se
obtienen por digestidén enzimdtica vy roﬁpimiento mecénico. De
manera especifica, se mezclan células de fusidn pleural o las
piezas de tumor resultante con célagenasa ITT ultrapura en
medio de cultivo {200-250 unidades de colagenasa por mL) y se
incuban a 37°2C durante 1-4 horas con pipeteado hacia arriba y
hacia abajo a través de una pipeta de 10 mL cada 15-20
minutos. Las células digeridas se filtran a través de una
malla de nildén de 40 uM, se lavan con solucidén salina
amortiguada de Hank (HBSS) gque contiene 2 % de suero de
becerro inactivado con calor (HICS) y HEPES 25mM (pH 7.4).

Entonces, las células tumorales disociadas se inyectan
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subcutdneamente en las almohadillas grasas mamarias de ratones
NOD/SCID para producir crecimiento tumoral.

En ciertas modalidades, primero se clasifican las
células tumorales disociadas en células tumorigénicas y no
tumorigénicas en base a los marcadores de superficie celular
antes de la inyeccidn en animales experimentales. De manera -
egspecifica, las células tumorales disociadas como se describe
anteriormente se lavan dos veces con solucidén salina
amortiguéda con Hepes (HBSS) que contiene 2 % de suero de
becerro inactivado con calor (HICS) y se re-suspenden a 10°

células por 100 ul. se adicionan anticuerpos y las células se

incuban durante 20 minutos en hielo seguido por dos lavados

¢

con HBSS/2 % de HICS. Los anticuerpos incluyen anti-ESA
(ﬁiltenyi Biotec, Auburn, ca), anti-CD44, anti-CD24, v
marcadores de Linaje anti-CD2, -CD3, -CD10, CDls, —CDlé, -
CD31, -CDh64, y —-CDl1l40b (referidos colectivamente como Lin; BD
Biosciences, San Jose, CA). Se conjugan directamente los
anticuerpos a fluorocromos para seleccionar de manera positiva
0 negativa células que expresan estos marcadores. Se eliminan
células de ratdn al seleccionar contra células H2Kd+ y CD45+
murinas, y se eliminan las células muertas al usar el tinte de
viabilidad DAPI. Se realiza la citometria de flujo en un
FACSAria (BD Biosciences, San Jose, CA). ‘Se usan los perfiles
de dispersidn lateral y dispersidén delantera para eliminar las

masas celulares. Entonces se inyectan subcutédneamente células
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tumorigénicas ESA+, CD44+, CD24-/bajo, Lin, aisladaé> of
ratones NOD/SCID para producir crecimiento tumoral.

En ciertas modalidades, se analizaron anticuerpos
anti-DLL4 para su capacidad para reducir el crecimiento de
células de tumor de colon UM-C4. Subcutdneamente se inyectaron
céluias UM-C4 disociadas (10,000 por animal) en la regidén de
flanco derecho de ratones MOD/SCID de 6-8 semanas de edad. El
dia después de la inyeccidn de células tumorales, los animales
se inyectaron intraperitonealmente (i.p.), con 10 mg/kg de
anticuerpos 21M18 murinos anti-DLL4 (n=5) o PBS (n=10) dos
veces por semana. durante 1la duracidén del experimento. Se
monitorizdé el crecimiento de tumor semanalmente hasta que se
detectd crecimiento, punto después del cual se mididé el
crecimiento del tumor dos veces por semana durante un total de
8 semanas. El tratamiento con anticuerpo 21M18 redujo el
crecimiento de tumor ©por 54 % en comparacién a controles
inyectados con PBS (Figura 8).

Entonces se determind la capacidad de los
anticuerpos anti-DLL4 para afectar la proliferacidén in vivo.
Se aislaron tumores de colon C8 de animales tratados con

anticuerpos 21M18 murinos o anticuerpos de control y se

determind la expresién de Kié7, un marcador de la
proliferacidén celular, por inmunocitogquimica. De manera
especifica, se cortaron tumores incrustados en parafina,

fijados con formalina en secciones de 4 um de grueso. Se
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desparafinaron las secciones en xileno y se re-hidrataron en
agua destilada. Se realizd la inmunohistoquimica de acuerdo a
métodos normales. De forma breve, se sumergieron secciones en
amortiguador de citrato (pH 6) en un bafio de agua durante 20
minutos en la cémara Decoking para recuperar los antigenos.
Los cortes se enfriaron durante aproximadamente 45 minutos y
se enjuagaron en PBS. Se incubaron secciones con perdxido de
hidrdégeno (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) durante 10 minutos a
temperatura ambiente para remover peroxidasa enddgena antes de
la adicidén de anticuerpo primario. El1 Ki67 anti-humano de
conejo (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) a dilucidn
1:50 en amortiguador de dilucidn de caballo (1 % NHS, 1 % BSA,
0.1 % Tx-100, 0.05 % NaN3 en PBS) se adiciondé a cada seccién v
se incubd durante 1 hora o durante la noche a 42C. Los cortes
se incubaron tres veces en amortiguador de lavado (Gelatina 10
%, Tx-100 10 %, en PBS) durante 5 minutos cada uno. EI1
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con solucidn de
HRP (Immpress anti-Rabbit pre-diluted, Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA) se adiciondé a los cortes y se incubd
durante 30 minutos. Después del lavado extensivo con
amortiguador de lavado, se adiciond Rojo Vector ‘Nova (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA). Los cortes se enjuagaron
con agua, se contratifieron con hematoxilina y se montaron con
medio de montaje permanente (Vectamount, Vector Laboratories

Inc., Burlingame, CA). El tratamiento con los anticuerpos
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21M18 murinos anti-DLL4 redujo el numero de células que

expresan Ki67 en comparacién a tumores tratados de control

(Figura 9).
Ejemplo 4: Prevencidn In Vivo y Tratamiento de Crecimiento
Tumoral Usando Anticuerpos Anti-DLL4 en Terapia de Combinacién

Anticuerpos de DLL4 en Combinacidn con Fluorouracilo

En ciertas modalidades, se analizaron anticuerpos
anti-DLL4 en combinacidén con quimioterapia para la capacidad
para reducir el crecimiento de células de tumor de colon GM—C4
in vivo. Se inyectaron subcuténeamente células UM-C4
disociadas (10,000 por animal) en la regidén del flanco derecho
de ratones NOD/SCID de 6-8 semanas de edad. E1l dia después de
la inyeccidén de las células tumorales, los animales sé
inyectaron intraperitonealmente (i.p.), con 10 mg/kg de
aﬁticuerpos 21M18 murinos anti-DLL4 o PBS dos veces por semana
durante la duracidn dél experimento con o sin tratamiénto
concurrente con el agente de quimioterapia anti-metabolito,
fluorouracilo (5-FU), administrado una vez por semana. Se
monitorizd el crecimiento tumoral semanalmente hasta que se
detectd el crecimiento, punto después del cual se midid el
crecimiento del tumor dos veces por semana durante un total de
8 semanas. El tratamiento con anticuerpos 21M18 murinos anti-
DI.LL4 en combinacidn con 5-FU redujo el crecimiento tumoral a
un mayor grado que ya sea el tratamiento solo (Figuras 10A-

10B) .
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Anticuerpos de DLL-4 en Combinacién con Anticuerpos de EGFR o

VEGF

En ciertas modalidades, se probaron anticuerpos
anti-DLL4 en combinacidén con anticuerpos anti-receptor de EGF
(EGFR) para la capacidad para afectar 1la frecuencia de
captacién de tumor in vivo. .Se inyectaron subcutdneamente
células UM-C4 disociadas (10,000 por animal) en la regidén de
flanco derecho de ratones NOD/SCID de 6-8 semanas de edad. El
dia después de la inyeccidén de las células tumorales, 1los
animales (n=10) se inyectaron intraperitonealmente (i.p.), con
10 mg/kg de anticuerpos 21M18 murinos anti-DLL4, anticuerpos
anti-EGFR, una combinacién de anticuerpos anti-DLL4 y anti-
EGFR, o PBS. Se detectaron tumores en todos los animales
tratados c¢on anticuerpos anti-DLL4 o anti-EGFR y 9 de 10
animales de control. En contraste, solo 2 de 10 animales
tratados con una combinacidén de anticuerpos anti-DLL4 y anti-
EGFR tuvieron tumores detectables varias semanas después del
tratamiento (Figura 11). Adicionalmente, el tratamiento con
los anticuerpos 21M18 murinos anti-DLL4 en combinacidén  con
anticuerpos anti-EGFR redujo la frecuencia de tumorigénesis
versus ya sea tratamiento solo (Figura 11).

En cilertas modalidades, se aprobaron anticuerpos
anti-DLL4 en combinacidén con anticuerpos anti-receptor de EGF
(EGFR) para la capacidad para afectar 1la frecuencia de

captacidén de tumor in vivo. Se implantaron células de tumor

[
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C1l7 en ratones (n=10 por grupo) y se inicid el tratamiento dos
dias después con ya sea anticuerpo de control, 21M18 murino,
anticuerpos anti-VEGF, o la combinacidén de ambos anticuerpos.
Cada anticuerpo se dosificdé a 10 mg/kg, dado dos veces por
semana. Tanto 21M18 éomo anti-VEGF redujeron el crecimiento
tumoral, y la combinacidén fue mas efectiva gque cualquier
anticuerpo solo (Figura 18). |

Anticuerpos de DLL-4 en Combinacidn con Irinotecan

En ciertas modalidades, se probaron anticuerpos
anti-DLL4 en combinacidén con el guimioterapéutico Irinotecan.
En algunas modalidades, se inyectaron células disociadas de
tqmor OMP-C8 (10,000 por animal) subcutdneamente en la regidn
de flanco derecho de ratones NOD/SCID de 6-8 semanas de edad.
El dia después de la inyeccidén de las células tumorales, se
inyectaron animales intraperitonealmente (i.p.), con 10 mg/kg
de anticuerpos 21M18 murinos anti-DLL4 o anticuerpo de control
dos veces por semana durante la duracidén del experimento con o
sin tratamiento concurrente con el agente quimioterapéutico
Irinotecan administrado una vez por semana a una dosis de 7.5
mg/kg. Se monitorizd semanalmente el crecimiento de tumor
hasta que se detectd el crecimiento, punto después del cual se
midié dos veces por semana el crecimiento del tumor. El
tratamiento con anticuerpos 21M18 anti-DLL4 en combinacidén con
Irinotecan redujo el crecimiento tumoral a un mayor graddique

cualquier tratamiento solo (Figutra 12A). Y, en tanto que el
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crecimiento del tumor continud o se acelerd en la mayoria de
los animales después del cese del tratamiento semanal con 7.5
mg/kg de Irinotecan solo, la combinacién de 10 mg/kg, dos
veces por semana, de 21M18 anti-DLL4 y 7.5 mg/kg dos veces por
semana de Irinotecan previno adicionalmente el crecimiento del
tumor de colon después del cese del tratamiento en el dia 56
durante mas de cinco semanas (Figuras 132-13B).

En ciertas modalidades, se probaron anticuerpos H7L2
21M18 humanizados anti-DLL4 en combinacidén con Irinotecan. En
algunas modalidades, se inyectaron subcutédneamente célulaé de
tumor C8 disociadas (10,000 por animal) en la regidén de flanco
derecho de ratones NOD/SCID de 6-8 semanas de edad. El dia
después de la inyeccidén de las células tumorales, se
inyectaron animales intraperitonealmente (i.p.), con 10 mg/kg
de anticuerpos 21M18 humanizados anti-DLL4, anticuerpos 21M18
m&rinos, o anticuerpos de control dos veces por semana durante
la duracidén del experimento con o sin el tratamiénto
concurrente con el agente de quimioterapia, Irinotecan,
administrado una vez por semana a una dosis de 7.5 mg/kg. Se
monitorizdé semanalmente el crecimiento del tumor hasta que se
detectd el crecimiento, punto después del cual se mididé dos
veces por semana el crecimiento del tumor. El tratamiento con
anticuerpos 21M18 anti-DLL4 humanizados en combinacidn con
Irinotecan mostrd eficiencia similar contra crecimiento

de tumor como 21M18 murino (Figura 12B).
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En algunas modalidades, se ‘usé el tratamiento de
coﬁbinacién con 21M18 murino anti-DLL4 e Irinotecan para
tratar tumores de colon establecidos. Se inyectaron
subcuténeamente células C8 disociadas (10,000 por animal) en
la regidén de flanco derecho de ratones NOD/SCID de 6-8 semanas
de edad. Cuando las células inyectadas produjeron tumores de
aproximadamente 60 mm?®, se comenzd el tratamiento. Los
animales se inyectaron intraperitonealmente (i.p.), con 10
mg/kg de anticuerpos 21M18 murinos anti-DLL4, o un control dos
veces por semana durante la duracidén del experimento con o sin
el tratamiento concurrente con el agente de guimioterapia,
Irinotecan, administrado uﬁa vez por semana a una dosis de 7.5
mg/kg. El1 tratamiento con los anticuerpos 21M18 murinos anti-
DLL4 en combinacidén con Irinotecan redujo el crecimiento de
tumoreg establecidos de colon a un mayor grado gue cualquier
tratamiento solo (Figura 14).

En algunas modalidades, la terapia de combinacidn
seguida por tratamiento con anticuerpo retraso la reincidencia
dél tumor. Se inyectaron subcutdneamente células C8 disociadas
{10,000 por animal) en la regidén de flanco derecho de ratones
NOD/SCID de 6-8 semanas de edad. Cuando las células inyectadas
produjeron tumores de aproximadamente 150 mn’, se comenzd el
tratamiento. Se administraron intraperitonealmente (i.p.),
animales con 10 mg/kg de anticuerpos 21M18 murinos anti-DLL4,

o de control dos veces por semana en combinacién con
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Irinotecan a 7.5 mg/kg una vez por semana durante un total de
32 dias. Entonces se descontinto el tratamiento de combinacidn
vy se trataron los anticuerpos con anticuerpos 21M18 de DLL4 o
de control para el resto del experimento. El tratamiento con
los anticuerpos 21M18 anti-DLL4 después de 1la terapia de
combinacidén retrasd significativamente la reincidencia del
crecimiento tumoral en comparacidn a los aﬁimales tratados con
control (Figura 16). También se muestra el volumen inicial de
tumor a los 47 dias después de la terminacidén del tratamiento
con Irinotecan (Figura 17).

Reduccidn con Anticuerpo de DLL4 de Frecuencia de Células

Madre de Céncer se Mejora por Irinotecan

En cilertas modalidades, wusando un andlisis de
dilucidn limitante se determinéd la capacidad de los
anticuerpos 21M18 anti-DLL4 solos o en combinacidén con
Irinotecan para reducir 1la frecuencia de células madre de
cancer. Después de 38 dias de tratamiento, se aislaron tumores
de colon C8 de ratones tratados con ya sea anticuerpos de
control o 21M18 murinos de DLL4, Irinotecan, o anticuerpos
21M18 murinos de DLL4 en combinacidén con Irinotecan como se
describe anteriormente. Como se describe mds adelante se
procesaron los tumores aislados (n=3 por grupo experimental).
Los tumores se removieron, Yy se picaron con una cuchilla
estéril. Para obtener suspensiones celulares individuales, se

mezcld una solucidn de digestidn que contiene
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Colagenasa/Hialuronidasa:Dispasa (1:1:8 de 10X) en el medio
MEBM (Cambrex, East Rutherford, NJ) con wuna dilucidén 1:100 de
DNAsal (Worthington, Lakewood, NJ) con la suspensidén de tumores
se incubdé a 1 hora a 37°C. Las células se centrifugaron y se
re-suspendieron en 1 ml de medio ACK (NH. 1 0.15M, KHCO3; 10
mm, Na,EDTA 0.1 mM en agua destilada) en hielo durante 2
minutos para remover células sanguineas rojas. Las células se
centrifugaron y se re-suspendieron a una concentracién de 1 x
107 células/ml en amortiguador FACS y luego se incubaron con
anticuerpos de ratdn biotinilados (dilucidn 1:200 de o CD45 de
ratén-biotina y dilucidén 1:100 de o-HyKd de ratén—biotiné de
rata, BioLegend, San Diego, CA) en hielo durante 30 minutos
seguido por la adicidén de cuentas magnéticas de estreptavidina
(Invitrogen, Carlsbad, CA) para remover células de ratdén. Las
células humanas restanﬁes en la suspensidén se recolectaron, se
contaron y diluyeron al la concentracidén deseada para uso
adicional. Entonces se re-inyectaron diluciones en serie de
células humanas en ratones inmunocomprometidos. De manera
especifica, se inyectaron ratones con 900, 300, 100 &6 50
células tumorales humanas aisladas en la regidén del flanco
derecho (n=10 por grupo). Se valord dQs veces por semana el
volumen del tumor.

Al término del estudio en el dia 81, se disminuyé el
porcentaje de ratones con tumores detectables en todos los

grupos inyectados con el anticuerpo 21M18 de DLL4 tratados con
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células de tumor y aun disminuyé adicionalmente en células
tumorales tratadas con 21M18 de DLL4-Irinotecan en comparacidén
a aquellas tratadas con ya sea control o Irinotecan solo
(Figura 15A). Usando estas frecuencias de generacidén de tumor,
se calculdé la frecuencia de células madre usando estadisticas
Poisson proporcionado por el software L-Calc™ (descargable de
http://www.stemcell.com/search/default.asp). De forma concisa,
en base a las estadisticas de distribucién de Poisson,
exactamente una célula madre existe entre el numero conocido
de células inyectadas si 37 % de los animales fallan en
desarrollar tumores. El tratamiento de tumores con Irinotecan
solo incrementd el numero de células madre de céncer de 1:93
en tumores tratados con control a 1:82. En contraste, 1los
anticuerpos anti-DLL4 redujeron la frecuencia de células ﬁadre
de céncer desde 1:93 en tumores tratados con control a 1:238
en tumores tratados con anticuerpo de DLL4 v a 1:573 en las
células de tumor tratadas con la combinacién de 21M18 de DLL4-
Irinotecan (Figura 15B).
Ejemplo 5: Tratamiento In Vivo de Tumores Usando Anticuerpos
anti-DLL4 |

Este ejemplo describe el uso de anticuerpos 21M18
humanizados anti-DLL4 para tratar céancer en un modelo de
xenoinjerto. En cilertas modalidades, para el re-paso en
animales experimentales se preparan céiulas tumorales de una

muestra de paciente (biopsia de tumor sélido o efusidn
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pleural) que se ha hecho pasar como un xenoinjerto en ratones.
Se remueve el tejido tumoral, se corta en piezas pequefias, se
pica completamente usando cuchillas estériles, Y las
suspensiones celulares individuales se obtiene por digestién
enzimdtica y rompimiento mecdnico. Entonces se inyectan
subcutdneamente células tumorales disociadas ya sea en las
almohadillas grasas mamarias, para tumores de mama, o0 en el
flanco, para tumores no de mama, de ratones NOD/SCID para
producir c¢recimiento de tumor. De manera alternativa, se
aislan células tumorigénicas de tumor ESA+, CD44+, CD24-/bajo,
Lin como se describe en detalle anteriormente y se inyectan.

Después de la inyeccidén de células de tumor, los
animales se monitorizan para el crecimiento de tumor. Una vez
gue los tumores alcanzan un tamafio promedio de aproximadamente
100 mm’, empieza el tratamiento con anticuerpo. Cada animal
recibe 100 ug de anticuerpos humanizados 21M18 de DLL4 o
anticuerpos de control i.p., dos a cinco veces por semana
durante un total de 6 semanas. Se valora dos veces por semana
el tamafio del tumor durante estas 6 semanas. De esta
manera se determina la capacidad de los anticuerpos
humanizados de DLL4 para prevenir el crecimiento tumorai
adicional o para reducir el tamafio de tumor en comparacidén a
aﬁticuerpos de control.

En el punto final del tratamiento con anticuerpo; se

recolectan los tumores para andlisis adicional. En algunas
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inmunofluorescencia para valorar la penetracidén del anticuerpo
en el tumor y la respuesta de tumor. Una porcidén de cada tumor
recolectado de ratones tratados con anticuerpo de control o
tratados con anti-DLL4 se congelan frescos en nitrdgeno
liquido, se incrustan en 0.C.T., y se corta en un criostato
como secciones de 10 um en portaobjetos de wvidrio. En algunas
modalidades, una porcién de cada tumor se fija en formalina,
se incrusta en parafina y se corta en un micrétomo como
seccidn de 10 um en portaobjetos de vidrio. Las secciones de
pos-fijan e incuban con anticuerpos marcados con crombéforo gque
reconocen especificamente anticuerpos inyectados para detectar
anticuerpos de control o anti-receptor de DLL4 presentes en la
biopsia de tumor. Adicionalmente, los anticuerpos gque detectan
diferentes tipos de células tumorales y reportadas por tumor
tal como por ejemplo, anti-caderina VE (CD144) o anticuerpos
anti-PECAM-1 (CD31) para detectar células endoteliales
vasculares, anticuerpos anti-alfa-actina de misculo liso para
detectar células de musculo liso vascular, anticuerpos anti-
Ki67 para detectar células proliferantes, ensayos de TUNEL
para detectar células tintorias, anticuerpos anti-fragmento de
Notch de dominio intracelular (ICD) para detectar sefializacidn
de Notch, se pueden wusar para valorar los efectos del
tratamiento con anticuerpo, por ejemplo, en la angiogénesis,

crecimiento de tumor y morfologia de tumor.
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En ciertas modalidades, también se valora el efecto
del tratamiento con anticuerpos humanizadés anti-DLL4 en la
expresidén génica de células de tumor. Se extrae el ARN total
de una porcidén de cada tumor recolectado de ratones tratados
con anticuerpo de DLL4 y tratados con anticuerpo de control y
se usan para RT-PCR cuantitativa. Se analizan los niveles de
expresidén de DLL4, receptores de Notch, componentes de la ruta
de seflalizacidén de Notch, asi como marcadores de células madre
de céncer anteriormente identificados (por ejemplo, CD44) con
relacién al gen de mantenimiento doméstico GAPDH con un
control interno. De esta manera se determinan los cambios en
la expresidn génica de células tumorales en el tratamiento con
anticuerpos de DLL4.

Ademés, se valor el efecto del tratamiento con
anticuerpos anti-DLL4 en 1la presencia de células madre de
cdncer en un tumor. Las muestras de tumor de ratones tratados
con anticuerpo de DLL4 versus anticuerpo de control se cortan
en pequefias piezas, se pican completamente usando cuchillas
estériles, y las suspensiones celulares estériles se obtienen
por digestidn esquemdtica y rompimiento mecédnico. Entonces se
aﬁalizan las células tumorales disociadas por andlisis de FACS
para la presencia de células madre de céncer, tumorigénicas en
base a la expresidén del marcador de superficie celular ESA+,
CDh44+, CD24-/bhajo, Lin como se describe en detalle

anteriormente.
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La tumorigenicidad de células aisladas basadas en la
expresién de ESA+, CD44+, CD24-/bajo, Lin después del
tratamiento con anticuerpos anti-DLL4 entonces se valora. En
las almohadillas grasas mamarias de ratones NOD/SCID se re-
inyectan subcuténeamente células madre de céncer ESA+, CD44+,
CD24-/bajo, Lin aisladas de ratones tratados con anticuerpo de
DLL4 versus anticuerpo de control. Entonces se determina la
tumorigenicidad de células madre de cancer en base al numero
de células inyéctadas requeridas para formacidén consistente de
tumor.

Ejemplo 6: Tratamiento de Céancer Humano Usando Anticuerpos
Humanizados Anti-DLL4

Este ejemplo describe métodos para tratar céncer
usando anticuerpos humanizados contra DLL4 a células objetivo
que comprenden células madre de céncer y/o células tumorales
en las cuales se ha detectado la expresidn del receptor de
Notch o el ligando de receptor de Notch. La presencia de la
expresién del marcador de células madre de céncer se puede
determinar primero de una biopsia de tumor. Las células
tumorales de una biopsia de un paciente diagnosticado con
cancer se remueven bajo condiciones estériles.. En algunas
modalidades, la biopsia de tejido se congela fresca en
nitrégeno liquido, se incrusta en O.C.T., y se corta en un
cfiostato como secciones de 10 um en portaobietos de vidrio.

En algunas modalidades, 1la biopsia de tejido se fija en
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formalina, se incrusta en parafina, y se corta en un micrdétomo
como seccidén de 10 um en portaobjetos de vidrio. Se
incuban secciones con anticuerpos contra DLL4 para
detectar expresidén de proteina.

También se puede determinar la presencia de células
madre de céancer. Las muestras de biopsia de tejido se cortan
en piezas pequefias, se pican completamente usando cuchillas
estériles, y las células se someten a digestidn enzimdtica e
interrupcién mecdnica para obtener una suspensidén celular
;ndividual. Entonces se incuban células tumorales disociadas

con anticuerpos anti-ESA+, CD44+, (D24, Lin, y -DLL4 para

" detectar células madre de céncer, y se determina la presencia

de células madre de tumor ESA+, CD44+, CD24-/bajo, Lin-, DLL4+

por citometria de flujo como se describe en detalle
anteriormente.

Con anticuerpos humanizados anti-DLL4 se tratan
paclentes con céncer, cuyos tumores se diagnostican como que
expresan un receptor de Notch ligando de receptor de Notch. En
ciertas modalidades, los anticuerpos humanizados anti-DLL4 se
generan ~como se describe anteriormente y se purifican y
formulan con un vehiculo farmacéutico adecuado para inyeccidn.
En algunas modalidades, los pacientes se tratan con
anticuerpos de DLL4 al menos una vez al mes durante al menos
10 semanas. En algunas modalidades, se tratan pacientes con

los anticuerpos de DLL4 al menos una vez por semana durante al

N\
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menos aproximadamente 14 semanas. Cada administracién del
anticuerpo debe ser una dosis farmacéuticamente efectiva. En
algunas modalidades, se administra entre aproximadamente 2 a
aproximadamente lOQ mg/ml de un anticuerpo ‘anti-DLL4. En
algunas modalidades, se administra entre aproximadamente 5 a
aproximadamente 40 mg/ml de un anticuerpo anti-DLL4. EI1
anticuerpo se puede administrar antes de, concurrente con, O
después de regimenes normales de radioterapia o regimenes
normales de guimioterapia usando unid o mas agentes
gquimioterapéuticos, tal como oxaliplatina, fluorouracilo,
leucovorina, o estreptozocina. Los pacientes que monitorizan
para determinar Si este tratamiento ha dado por resultado una
respuesta anti-tumor, por ejemplo, en base a la regresidén del
tumor, a la reduccidén en las incidencias de nuevos tumores, a
la menor expresién de antigeno de tumor, a los numeros
disminuidos de células madre de céancer, o a otros medios-para
evaluar prognosis de enfermedad.

Para los expertos en la técnica serdn evidentes
otras modalidades de la invencidén a partir de la consideracién de la
especificacidén y de la préctica de la invencidn descrita en la presente.
Se propone que la especificacidén de los ejamplos se considere sdlo como
ejemplo, con un alcance y espiritu verdadero de la invencidn que se
indica por las siguientes reivindicaciones. Todas las publicaciones,
patentes y solicitudes de patente citadas en la presente se

incorporan como referencia en su totalidad en la descripciédn.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo aislado gue se une especificamente a
un epitopo de DLL4 humano que comprende los aminodcidos dentro
de la regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO: 27), el
anticuerpo estéd caracterizado porque afecta el crecimiento de
un tumor que comprende células madre de céncer.

2. Anticuerpo aislado de confdrmidad con la
reivindicacidén 1, caracterizado porque el epitopo de DLL4
humano se forma por una combinacidén de la regidén N-terminal de
DLL4 humano (SEQ ID NO: 27) y DSL de DLL4 humano (SEQ ID NO:
26) . |

3. Anticuerpo aislado de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizado porque el epitopo de DLL4
humano comprende ademds aminodcidos dentro del DSL de DLL4
humano (SEQ ID NO: 26).

4. Anticuerpo aislado de conformidad con la
reivindicacidén 2, caracterizado porque el epitopo de DLL4
humano comprende los aminodcidos 66-73 (QAVVSPGP) de la regién
N-terminal de DLL4 humano.

5. Anticuerpo aislado de conformidad con la
reivindicacidédn 4, caracterizado porque el epitopo de DLL4
humano comprende los aminodcidos V68, V69 y P71 de la regidn
N—terminal de DLL4 humano.

6. Anticuerpo aislado de conformidad con la
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reivindicacién 2, caracterizado porque el epitopo de DLL4
humano comprende los aminodcidos 139-146 (LISKIAIQ) de la
regién N-terminal de DLL4 humano.

7. Anticuerpo aislado de conformidad con la
reivindicacidén 6, caracterizado porque el epitopo de DLL4
humano comprende los aminoacidos K142 y Al44 de la regidn N-
terminal de DLL4 humano.

8. Anticuerpo aislado de conformidad con 1la
reivindicacidén 2, caracterizado porgque el epitopo de DLL4
humano comprende los aminodcidos 66-73 (QAVVSPGP) y 139-146
(ﬁiSKIAIQ) de la regidén N-terminal de DLL4 humano.

9. Anticuerpo aislado de conformidad con la
reivindicacién 8, caracterizado porque el epitopo de DLL4
humano comprende los amino&cidos V68, V69, P71, K142 y K144 de
la regidén N-terminal de DLL4 humano.

10. Anticuerpo aislado de conformidad con cualquiera

~de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la

afeccidén es una reduccidén en el volumen de tumor.

11. Anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porgue es un anticuerpo
monoclonal.

12. Anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porgque es un anticuerpo
quimérico.

13. Anticuerpo de conformidad con cualguiera de las



15

20

25

s

reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porgque es un anticuerpo
humanizado.

14. Anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porgque es un anticuerpo
humano.

15. Anticuerpo humanizado de conformidad con Ila
reivindicacién 13, caracterizado porque es un anticuerpo de
IgG.

16. Anticuerpo humanizado de conformidad con 1la
reivindicacidén 15, caracterizado porque la IgG es IgG2.

17. Anticuerpo humanizado de conformidad con 1la
reivindicacidédn 13, caracterizado porque es un fragmento de
anticuerpo.

18. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque el fragmento de
anticuerpo es un fragmento Fab.

19. Anticuerpo aislado de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porgue comprende:

i. una regidén variable de cadena pesada que
comprende secuencias de aminoacidos de CDR CDR1 (SEQ ID NO:
1); CDRZ2 (SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NO: 4); y CDR3’
(SEQ ID NO: 5); vy

1i. una regidén variable de cadena ligera que
cbmprende secuencias de aminoadcidos de CDR CDR1 (SEQ ID NO:

9), CDR2 (SEQ ID NO: 10); y CDR3 (SEQ ID NO: 11).
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20. Anticuerpo aislado de conformidad con la
reivindicacidén 19, caracterizado porque se produce por el
hibridoma depositado con ATCC el 28 de septiembre de 2007 vy
gue tiene el depdsito de ATCC NO_.

21. Anticuerpo, caracterizado porgque compite para la
unidén especifica al DLL4 humano con un anticuerpo producido
por el hibridoma depositado con la ATCC el 28 de septiembre de
2007 y que tiene el depdsito de ATCC No._.

22. Anticuerpo humanizado que se une especificamente
a un epitopo de DLL4 humano que comprende los aminodcidos
dentro de la regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO: 27),
caracterizado porque comprende: 1) una regidén variable de
cadena pesada que comprende una regidén de determinacidn de
antigeno no humana y una regidén de soporte, variable, de
cadena pesada, humana, y 1i) una regidén variable de cadena
ligera que comprende una regidén de determinacidn de antigeno
no humana y una regidén de soporte, variable, de cadena ligera,
humana.

23. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 22, caracterizado porque el epitopo de DLL4
humano se forma por una combinacidén de la regidén N-terminal de
DLL4 humano (SEQ ID NO: 27) y el DSL de DLL4 humano (SEQ ID
NO: 26).

24. Anticuerpo humanizado de conformidad con la

reivindicacidén 22, caracterizado porque el epitopo de DLL4
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humano comprende ademés los aminodcidos dentro del DSL de DLL4
humano (SEQ ID NO:26).

25. Anticuerpo humanizado de conformidad con 1la
reivindicacidén 23, caracterizado porque se sustituye al menos
un residuo en la regidn de soporte, variable, de cadena
pesada, humana.

26. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 25, caracterizado porque la por lo menos una
sustitucidén es una sustitucidén de un residuo que ocupa la
posicidn correspondiente en un anticuerpo que comprende la
regidén de determinacidén de antigeno, no humana.

27. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 25, caracterizado porgue se sustituyen cinéo o
seis residuos en la regidén de soporte, variable, de cadena
pesada, humana.

28. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 25, caracterizado porque la por lo menos una
sustitucidn en la regidén de soporte, variable, humana estd en
una posicidén seleccionada del grupo que consiste de 16H, 20H,
27H, 28H, 38H, y 48H en base al sistema de numeracidén de
Kabat.

29. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 25, caracterizado porque la por lo menos una
sustitucidn en la regidén de soporte, variable, humana estd en

una posicidén seleccionada del grupo que consiste de 20H, 28H,
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38H, 48H, y 69H en base al sistema de numeracidn de Kabat.

30. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 27, caracterizado porque las posiciones 16H,
20H, 27H, 28H, 38H, y 48H estdn sustituidas en base al sistema
de numeracidén de Kabat.

31. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacién 27, caracterizado porque las posiciones 20H,
28H, 38H, 48H, y 69H estan sustituidas en base al sistema de
numefacién de Kabat.

32. Anticuerpo humanizado de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 22 a 31, caracterizado
porque la regidén de determinacidén de antigeno no humana de
cadena pesada comprende secuencias de aminodcidos de CDR CDR1
(SEQ ID NO: 1); CDR2 (SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NO:
4); y CDR3 (SEQ ID NO: 5).

33. Anticuerpo  humanizado de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 22 a 31, caracterizado
porque se sustituye al menos un residuo en la regidén de
soporte, variable, de cadena ligera, humana.

34. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 33, caracterizado porque la por lo menos una
sustitucidén es una sustitucidén de un residuo que ocupa la
posicidén correspondiente de un anticuerpo que comprende la
regién de determinacidén de antigeno no humana.

35. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
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réivindicacién 33, caracterizado porque se sustituyen dos
residuos en la regidén de soporte, variable, de cédena ligera,
humana.

36. Anticuerpo huﬁanizado de conformidad con la
reivindicacidén 33, caracterizado porque al menos un residuo en
la regidén de soporte, variable, humana estd en una posicidn
seleccionada del grupo que consiste de 22L y 36L en base al
sistema de numeracidén de Kabat.

37. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 35, caracterizado porque las posiciones 22L y
36L.se sustituyen en base al sistema de numeracidén de Kabat.

38. Anticuerpo humanizado de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 33 a 37, caracterizado
porque la regidén de determinacidén de antigeno, no humana, de
cadena ligera comprende CDR1 (SEQ ID NO: 9), CDR2 (SEQ ID NO:
10); y CDR3 (SEQ ID NO: 11).

39. Anticuerpo humanizado de conformidad con 1la
reivindicacidén 22, caracterizado porque la regidén variable de
cadena pesada comprende SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID
NO: 8.

40. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidn 22, caracterizado porque la regidén variable de
cadena ligera comprende SEQ ID NO: 12.

41. Anticuerpo humanizado de conformidad con la

reivindicacidén 22, caracterizado porgue la regidn variable de
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cadena pesada comprende SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID
NO: 8 v la regidn variable de cadena ligera comprende SEQ ID
NO: 12.

42. - Anticuerpo aislado que se une de manera
especifica a un epitopo de DLL4 humano gque comprende xlos
aminocdcidos dentro de la regidén N-terminal de DLL4 humano (SEQ
ID NO: 27), caracterizado porgque inhibe la unidén de DLL4 a
receptor de Notch.

43. Anticuerpo, caracterizado porque compite para la
unién especifica a DLL4 humano con un anticuerpo codificado
por el plésmido depositado con la ATCC (depdsito de ATCC no.
PTA-8427 o PTA-8425).

44. Anticuerpo humanizado, caracterizado porgue se
codifica por el plésmido depositado con ATCC no. PTA-8427 o
PTA-8425.

45. Composicidén farmacéutica, caracterizada porque
comprende:

1. un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores; y |

11. un portador farmacéuticamente aceptable.

46 . Vectof aislado de polinucledtido, caracterizado
porque codifica para un anticuerpo de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 44.

47 . Célula hospedadora, caracterizada porque

comprende uno o mas vectores de polinucledétido que codifican
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para un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 44.

48. Anticuerpo de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 1 a 44, caracterizado porque se emplea en el
tratamiento de cancer.

49. Uso de un anticuerpo de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 44 en la elaboracidén de
un medicamento para tratar cancer.

50. Uso de conformidad con la reivindicacidén 49, en
donde el uso comprende administrar a un paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo en combinacidén con un
segundo agente terapéutico.

51. Uso de conformidad con la reivindicacidn 50, en
donde el anticuerpo y el segundo agente terapéutico se dan de
manera concurrente o secuencial.

52. Uso de conformidad con la reivindicacidén 50, en
donde el segundo agente terapéutico es un agente
guimioterapéutico.

53. Uso de conformidad con la reivindicacidén 52, en
donde el agente gquimioterapéutico es Fluorouracilo o)
Irinotecan.

54. Uso de conformidad con la reivindicacidén 50, en
donde el segundo agente terapéutico es un segundo anticuerpo
terapéutico.

55. Uso de conformidad con la reivindicacidn 54} en
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donde el segundo anticuerpo terapéutico es un anticuerpo anti-
receptor de EGF o un anticuerpo anti-VEGF.

56. Uso de conformidad con la reivindicacidén 50, en
donde el segundo agente terapéutico es terapia de radiaciédn.

57. Método para diagnosticar céancer, caracterizado
porgue comprende poner en contacto una muestra de paciente con
un anticuerpo de conformidad con cualqguiera de las
reivindicaciones 1 a 44, y diagnosticar céncer en base a la
localizacidn de expresidn de DLL4 en la muestra de paciente.

58. Método para elaborar anticuerpos de conformidad
con cualguiera de las reivindicaciones 1 a 44, caracterizado
porgue comprende:

i. transformar células hospedadoras con un vector
o vectores de expresidén de polinucledtido que codifican para
el anticuerpo;

ii. cultivar las células hospedadoras bajo
condiciones que permiten la expresidn del anticuerpo; y

iii. purificar el anticuerpo del medio de cultivo.

59. Linea de células transformadas, caracterizada
porque expresa anticuerpos de conformidad con cualguiera de
las reivindicaciones 1 a 44.

60. Hibridoma, caracterizado porque segrega el
anticuerpo 21M18 depositado con la ATCC‘el 28 de septiembre de
2007 y que tiene el depdsito de ATCC No._.

61. Plésmido, caracterizado porque codifica para
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21M18 HIO9L2 (ATCC depdsito no. PTA-8287) o 21M18 H7L2 (depdsito
ATCC no. PTA-8425).

62. Método para producir el anticuerpo 21M18 H9L2 o
el anticuerpo 21M18 H7L2, caracterizado porque es por el
cultivo de células transfectadas con los plésmidos depositados
con ATCC no. PTA-8427 o PTA-8425.

63. Kit gque comprende un recipiente vy una
composicidn contenida en el mismo, caracterizado porque la
composicidn comprende un anticuerpo de conformidad con
cualguiera de las reivindicaciones 1 a 44, y comprende ademds
una insercidén de paquete que indica gue la composicidn se

puede usar para tratar cancer.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe un anticuerpo aislado gque se une de
manera especifica a un dominio extracelular de DLL4 humano y
afecta el crecimiento de un tumor que comprende células madre
de céncer. También se describe un método para tratar cdancer
gque comprende administrar wuna cantidad terapéuticamente

efectiva de un anticuerpo anti-DLL4.
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Figura 3A
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Figura 3C
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Figura 3D
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Figura 14
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Figura 15B
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LISTADO DE SECUENCIAS

«110> Oncomed Pharmaceuticals, Inc.
<120> Composiciones y Métodos para Diagnosticar y Tratar Cancer
<130> 2293.025PC03/KWM/PAC

<150> 60/942,542
«151> 2007-06-07

<150> 60/886,260
<151> 2007-01-23

<150> 60/847,904
<151> 2006-09-29

<160> 27
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

P
. <211l> 6
K_ <212> PRT

<213> Secuencia artificial

. <220>

<223> CDRl de cadena pesada
<400> 1

Thr Ala Tyr Tyr Ile His

1 5
«210> 2
«<211> 17

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2, H2 de cadena pesada

<400> 2

Tyr Ile Ser Cys Tyr Asn Gly Ala Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Cly

<210> 3

<211> 17

<212> PRT

«213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 H7 de cadena pesada



<400> 3

Tyr Ile Ser Ser Tyr Asn Gly Ala Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 4

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
«223> CDR2 H9 de cadena pesada

<400> 4

Tyr Ile Ser Val Tyr Asn Gly Ala Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> S

<21i1> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena pesada

<400> 5
Arg Asp Tyxr Asp Tyr Asp Val Gly Met Asp Tyr

1 5 10

<210> 6

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regidén variable, H2 de cadena pesada

<400> 6
Gln Vval Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

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

Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile



Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Tyr
50

Gly

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

35

Ile

Arg

Leu

Asp

val

115

7
119
PRT

Ser

Val

Arg

Tyr

100

Thr

Thr

Sexr

85

Asp

val

Tyr

Fhe

70

Leu

Tyr

Ser

Asn

55

Thr

Arg

Asp

Secuencia artificial

regidn variable,

7

Gln Val CGln

1

Ser

Tyxr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Ser

Arg

Tyr
100

Val

Ser

val

Sexr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

H7 de

Ser

Lys

Asn

55

Thr

Arg

Asp

40

Gly

Thx

Ser

val

Ala

Asp

Asp

Gly
105

Thr

Thr

Asp

90

Met

Asn

Ser
75

Thr

cadena pesada

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Sexr

Val

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Asp

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

80

Met

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyxr

60

Thr

Ala

Tyr

45

Asn

Ser

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thx

Tyx

Gly
110

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Tyr
80

Cys

Gly

Ala

Tyx

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly




Thr Leu Val Thr val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

8
118
PRT

Secuencia artificial

regidén variable,

Gln Val Gln Leu

i

Ser

Tyr

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Axrg

Leu

<220>
«<211>
<2i2>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys

Ile

Arg

Leu

Asp

val

115

9
15
PRT

Ile

Trp

Ser

Val

Arg

Tyr

100

Thr

Val

Ser

vVal

Val

Thr

Ser

85

Asp

Val

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Ser

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Asn Gly

55

Thr Thr

Arg Ser

Asp Val

Ser

Secuencia artificial

CDR1 de cadena ligera

9

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Asp

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

H9 de cadena pesada

Val

Tyx

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ala

Trp

Ala

Tyr
95

Gln

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Ile Ser Phe Met Lys

1

<210>

10

5

10

15

Ala

TyY

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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<211l> 7
<212> PRT
<213>
<é20>
<223>
<400> 10

Secuencia artificial

CDR2 de cadena ligera

Ala Ala Ser Asn Gln Gly Ser

1

<210> 11
<211> 12
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 11

5

Secuencia artificial

CDR3 de cadena ligera

Gln Gln Ser Lys Glu Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly

AL

<210> 12
<211> 111
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 12

Asp Ile Val Met
1

Glu Axrg Ala Thr
20

Gly Ile Ser Phe
35

Lys Leu Leu Ile
50

Arg Phe Ser CGly
65

Ser Leu Gln Ala

5

Thr

Ile

Met

Tyr

Glu
85

Gln

Ser

Lys

Ala

Gly

70

Asp

Secuencia artificial

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Pro

Arg

Phe

40

Ser

Gly

Ala

Asp

Ala
25

Gln

Asn

Thr

vVal

10

regidén variable de cadena ligera

Ser

10

Ser

Gln

Gln

Tyr
S0

Leu

Glu

Lys

Gly

Phe

75

Tyr

Ala

Ser

Pro

Sexr

60

Thr

Cys

val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Ser

Asp

30

Gln

Val

Thr

Gln

Leu

15

Asn

Pro

Pro

Ile

Ser
gs

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

8O

Lys



Glu Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

<210> 13
<211l> 414
<212> ADN
<213>
<220>
<223 >
<400> 13
atggactgga
gttcagctgg
tgeaaggcta
ggacaagggc
cagaagttca
gagctgagga
tacgacgtgg
<210> 14
<21i> 414
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 14
atggactgga
gttcagctgg
tgcaaggcta
ggacaagggce
cagaagttca
gagctgagga
tacgacgtgy
<210> 15
<211> 414
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 15

100

cctggagceat

tgcagtctgg

gcggatactc

Secuencia artificial

cctgttectg

agctgaggtg

ctttacagcet

tggagtggat cggatatatc

agggcagggt
gcctgagaag

ggatggacta

cctggagcat
tgcagtctgg
gcggatactc
tggagtggat
agggcagggt
gcctgagaag

ggatggacta

cadena pesada HS9

caccttcaca

cgacgacaca

ctggggccaa

Secuencia artificial:

cctgttectg
agctgaggtg
ctttacagct
cggatatatce
caccttcaca

cgacgacaca

ctggggccaa

Secuencia artificial:

105

regién variable H2 de cadena pesada

gtggctgetg
aagaagcctg
tactacatcc
agctgttaca
acagacacaa
gcecgtgtact

ggaaccctgg

regién variable H7 de cadena pesada

gtggetgetg
aagaagcctg
tactacatcc
agctcctaca
acagacacaa
gcecgtgtact

ggaaccctgg

110

ctacaggagce
gggctagegt
actgggtgaa
acggagctac
gcacaagcac
actgtgétag

tcaccgtcag

ctacaggagce
gggctagcgt
actgggtgaa
acggagctac
gcacaaécac
actgtgctag

tcaccgtcag

tcactceccag
gaagatcagc
gcaggcceccect
aaactacaac
agcctacatg
ggactacgac

ctca

tcactcccag
gaagatcagc
gcaggcccect
aaactacaac
agcctacatg
ggactacgac

ctca

60

120

180

240

300

360

414

60

120

180

2490

300

360

414




atggactgga
gttcagctgg
tgcaaggcta
ggacaagggc

cagaagttca

gagctgagga
tacgacgtgg
<210> 16
<211> 717
<212> ADN
<213>
«<220>
<223>
<400> 16
atggtgctcce
gacatcgtga

atctcctgea
cagcagaaac
ggggtccctg
agcctgecagyg
acattcggag

at.cttcceccecc

aataacttct
ggcaactccc
agcaccctga
acccatcagy
<«<210> 17
<211> 18
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 17

acagcttact

cctggagceat
tgcagtctgg
gcggatacactc
tggagtggat
agggcagggt
gcctgagaag

ggatggacta

Cadena ligera

agacccaggt
tgacccagtc
gagccagcga
caggacagcc
acaggttctc
ctgaagatgt
gagggaccaa
ccagcgatga
atccceggga
aggagagcgt
ccctgagcecaa

gcctgagceag

acatccac

cctgttectyg
agctgaggtg
ctttacagct
cggatatatc
caccttcaca

cgacgacaca

ctggggccaa

Secuencia artificial

cttcatttcc
cecetgactcece
atccgtcgat
tcctaagetg
cggecageggg
ggctgtctat
ggtggaaatc
gcégctgaaa
ggccaaagtg
cacagagcag
agccgactac

cccoegteaca

Secuencia artificial

CDR1 de cadena pesada

gtggctgctg
aagaagcctg
tactacatcc
agcgtctaca
acagacacaa
gcecgtgtact

ggaaccctgg

ctgectgctcet
ctggctgtgt
aattatggca
ctcatttacg
tccggaacag
tactgtcagc
aaacgtacgg
agcggcactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca

aagagcttca

ctacaggage
gggctagegt
actgggtgaa

acggagctac

.gcacaagcac

actgtgctag

tcaccgtcag

ggatcagcgyg
ccectgggega
tttcectttat
ctgcatccaa
atttcactct
aaagcaagga
tggctgeccce
ccagecgtggt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacgc

acaggggcga

tcactcccag
gaagatcagc
gcaggccecct
aaactacaac
agcctacatg
ggactacgac

ctca

agcctacggg
gagggccacc
gaagtggttc
ccaagggtcec
caccatcagc
ggtgccrtgg
ctcegtcette
gtgecetgetg
cctccaaage
cagcctcage
ctgecgaagte

gtgttga
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300

360
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«<210> 18

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223 CDR2, H2 de cadena pesada

<400> 18
atatcagctg ttacaacgga gctacaaact acaaccagaa gttcaagggc

<210> 18
<211> 50C
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2, H7 de cadena pesada

<400> 19
atatcagectc ctacaacgga gctacaaact acaaccagaa gttcaagggce

<210> 20

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2, HS de cadena pesada

<400> 20
atatcagcgt ctacaacgga gctacaaact acaaccagaa gttcaagggc

<210> 21
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena pesada

<400> 21
agggactacg actacgacgt ggggatggac tac

<210> 22
<21l> 45
«212> ADN
<213> Secuencia artificial-

<220>
<223> CDR1l de cadena ligera

<400> 22
agagccagcg aatccgtega taattatgge atttccttta tgaag

<210> 23

50

50

50

33

45



<231>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
gctgcatcca accaagggtc ¢

21
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Secuencia artificial

CDR2

23

<210> 24
<211> 36
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 24

de cadena ligera

Secuencia artificial

CDR3 de cadena ligera

cagcaaagca aggaggtgcecce ttggacatte ggagga
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Leu

Ile
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Numero de referencia del solicitante
o archivo del agente 2293.025PC03

Solicitud internacional No.
PCT/US2007/020889

INDICACIONES QUE SE REFIEREN A UN MICROORGANISMO DEPOSITADO
U OTRO MATERIAL DEPOSITADO
(Regla 13bis del PCT)

A. Las indicaciones hechas posteriormente se refieren al microorganismo referido en la descripcion

en la pagina 82 , renglon

14

B. IDENTIFICACION DE DEPOSITO

Se identifican depdsitos adicionales en una hoja adicional O

Nombre de institucion depositaria

American Type Culture Collection

Direccion de institucion depositaria (incluyendo codigo postal y pais) !

P.O. Box. 1549
Manassas, VA 20108
us

Fecha de depdsito
28 de Septiembre de 2007 (28.09.2007)

Numero de Acceso
PTA-8670

C. INDICACIONES ADICIONALES
(dejar en blanco si no es aplicable)

Esta informacion se contintia en
una hoja adicional O

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS CUALES SE HACEN INDICACIONES (si las indicaciones no son para

todos los Estados designados)

E. PRESENTACION SEPARADA DE INDICACIONES (dejar en blanco signos aplicables)

Las indicaciones listadas a continuaciéon se presentarn a la Oficina Internacional posteriormente (especificar la
naturaleza general de las indicaciones, por ejemplo “Numero de Acceso de Deposito™)

Para uso exclusivo de Oficina receptora

O Esta hoja se recibi6 con la solicitud internacional

Para uso exclusivo de Oficina Internacional

[ Esta hoja se recibié por la Oficina Internacional el:
21 de diciembre de 2007

Funcionario autorizado

Funcionario autorizado

Forma PCT/R0O/134 (Julio de 1998; reimpresion Enero de 2004)

2
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PCT/US2007/020889

International application No.

PCT/US2007/020889

Alpplicant's or agent’s
file reference

2293.025PC03

INDICATIONS RELATING TO DEPOSITED MICROORGANISM
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL

(PCT Rule 135b13)

A. The indications made below relate to the deposited microcrganism or other biological material referred to in the description
on page 82 Jine 14

B. IDENTIFICATION OF DEPOSIT Further depostits are identified on an additional sheet |:|

Name of depusitary institution

American Type Culture Collection

Address of depositary instltution (including postal code and country)

P.O. Box 1549
Manassas, VA 20108
us
Date of deposit Accession Number
28 September 2007 (28.09.2007) PTA-8670

C. ADDITIONAL INDICATIONS (leave blank if not applicable) This information is continued on an additional sheet I:]

D. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE (if the indications are not for all designated States)

E. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (leave blank if not applicable)

The indications listed below will be submitted to the International Bureau later (pecify the gereral nature of te Indicationse.g., *Accession
Number of Depcsit’)

For receiving Office use only
D This sheet was received with the internatlonal application

For International Bureau use only

D This sheet was received by the International Bureau on:
21 December 2007

Authorized officer

Authorized officer

« Form PCT/RO/134 (July1998; reprint January 2004}

;




PCT/US2007/020889

ATCC

10801 University Blvd - Manassas, VA 201 10-2209 -Teléfono: 703-365-2700 -Fax: 703-365-2745

TRATADO DE BUDAPEST PARA EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE
MICROORGANISMOS PARA LOS PROPOSITOS DE PROCEDIMIENTO DE PANTENTE
FORMA INTERNACIONAL
RECEPCION EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL EMITIDO DE ACUERDO A LA REGLA 7.3 Y
DECLARACION DE VIABILIDAD EMITIDA DE ACUERDO A LA REGLA 10.

Para: (Nombre y Direccién de Depositante o Abogado)
OncoMed Pharmaceuticals
ATTN: Austin Gurney
800 Chesapeake Drive
Redwood City, CA 94063

Depositado a nombre de: OncoMed Pharmaceuticals

Referencia de Identificacion por Depositante: Designacion de Deposito de Patente
Plasmido de ADN: 21M18H7L2 PTA-8425
El depésito se acompafié por: X una descripcién cientifica __ una descripcion taxonomica sugerida indicada

posteriormente. El depdsito se recibid el: 10 de Mayo de 2007 por esta Autoridad Depositaria Internacional y se
ha aceptado.

A SUPETICION: X Se le informaré de peticiones para la cepa durante 30 afios.

La cepa se hara disponible si una oficina de patentes firmante del Tratado de Budapest certifica a alguien el
derecho de recibir o si se emite una Patente de los Estados Unidos citando la cepa, y la ATCC se instruye por la
Oficina Norteamericana de Patentes y Marcas o el depositante para liberar la cepa.

Si el cultivo muere o se destruye durante el término efectivo del deposito, sera responsabilidad reemplazarlo con
cultivo vivo del mismo.

La cepa se mantendra durante un periodo de al menos 30 afios desde la fecha de depésito, o cinco afios después
de la peticién mas reciente para una muestra, cualquiera que sea mas prolongado. Los Estados Unidos y muchos

otros paises son firmantes al Tratado de Budapest.

La viabilidad del cultivo citado anteriormente se probo el 24 de mayo de 2007. En esa fecha, el cultivo era viable.

Autoridad Depositaria Internacional: Coleccién Americana de Cultivo de Especies, Manassas, VA 20110-2209
EUA.
Firma de persona que tiene autoridad para representar la ATCC:

(Rubrica)

Dee Bishop ATTC, Depositario de Patentes Fecha: 30 de Mayo de 2007
Cc; Stern, Kessler, Goldsein & Fox

Ref: Documento o Caso #: 2293.0220002



PCT/US2007/020889

ATCC _

10801 University Bivd * Manassas, VA 20110-2209 * Telephone: '703_-365-2700 » FAX: 703-365-274S
BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL RECOGNITION OF
THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT ISSUED PURSUANT TO RULE 7.3
AND VIABILITY STATEMENT ISSUED PURSUANT TO RULE 10.2

To: (Name and Address of Depositor or Attorney)
OncoMed Pharmaceuticals
ATTN: Austin Gurney

800 Chesapeake Drive
Redwood City, CA 94063

' Deposited on Behalf of: OncoMed Pharmaceuticals
-
Identification Reference by Depositor: * Patent Depaosit Designation
lasmid DNA: 21M18 H7L2- : PTA-8425

The deposit was accompanied by: _X_ a scientific description __a proposed taxonomic description indicated
above. ’

The deposit was received May 10, 2007 by this International Depository Authority and has been accepted.

AT YOUR REQUEST: X ‘We will inform you of requests for the strain for 30 years.

The strain will be made available if a patent office signatory to the Budapest Treaty certifies one's right to
receive, or if 3 U.S. Patent is issued citing the strain, and ATCC is instructed by the United States Patent &
Trademark Office or the depositor to release said strain.

If the culture should die or be destroyed during the effective term of the deposit, it shall be your responsibility
to replace it with living culture of the same.

The strain will be maintained for a period of at least 30 years from date of deposit, or five years after the most
recent request for a sample, whichever is longer. The United States and many other countries are signatory
to the Budapest Treaty.

' The viability of the culture cited above was tested May 24,2007 . On that date, the culture was viable,
International Depository Authority: American Type Culture Collection, Manassas, VA 20110-2209 USA.

Signature of persom having authority to represent ATCC:

.

——— 7

<ﬁ<_[){x 2 Date: May 30, 2007
Dee Bishop, AT\ Patent Depository
cc: Stern, Kessler, Goldsein & Fox
Ref: Docket or Case #: 2293.0220002



ATCC

10801 University Blvd - Manassas, VA 20110-2209 -Teléfono: 703-365-2700 -Fax: 703-365-2745

TRATADO DE BUDAPEST PARA EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE
MICROORGANISMOS PARA LOS PROPOSITOS DE PROCEDIMIENTO DE PANTENTE
FORMA INTERNACIONAL
RECEPCION EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORICj}INAL EMITIDO DE ACUERDO A LAREGLA73Y
DECLARACION DE VIABILIDAD EMITIDA DE ACUERDO A LA REGLA 10.

Para: (Nombre y Direccion de Depositante o Abogado)
OncoMed Pharmaceuticals
ATTN: Austin Gurney
800 Chesapeake Drive ’
Redwood city, CA 94063

Depositado a nombre de: OncoMed Pharmaceuticals

Referencia de Identificacion por Depositante: Designacién de Depésito de Patente
ADN de plasmido: 13M57 L21HS5 i PTA-8424
ADN de plasmido: 13M57 LGHS PTA-8426
ADN de plasmido: 21M18 H9L2 PTA-8427
El deposito se acompaiié por: X una descripcion cientifica ____una descripcion taxonomica sugerida indicada

posteriormente. El depdsito se recibio el: 10 de Mayo de 2007 por esta Autoridad Depositaria Internacional y se
ha aceptado.

A SUPETICION: X Se le informara de peticion;’es para la cepa durante 30 afios.

{

|
La cepa se hara disponible si una oficina de patentes"ﬁrmante del Tratado de Budapest certifica a alguien el
derecho de recibir o si se emite una Patente de los Estados Unidos citando la cepa, y la ATCC se instruye por la
Oficina Norteamericana de Patentes y Marcas o el depositante para liberar la cepa.

Si el cultivo muere o se destruye durante el término efectivo del depésito, sera responsabilidad reemplazarlo con
cultivo vivo del mismo. i

La cepa se mantendrd durante un periodo de al menos 30 afios desde la fecha de depdsito, o cinco afios después
de la peticién mas reciente para una muestra, cualquiera que sea mas prolongado. Los Estados Unidos y muchos

otros paises son firmantes al Tratado de Budapest.

La viabilidad del cultivo citado anteriormente se probo él 23 de mayo de 2007. En esa fecha, el cultivo era viable.

Autoridad Depositaria Internacional: Coleccion Americana de Cultivo de Especies, Manassas, VA 20110-2209
EUA. 3
Firma de persona que tiene autoridad para representar la ATCC:

(Rubrica) |
Dee Bishop ATTC, Depositario de Patentes

i Fecha: 30 de Mayo de 2007

i

|

Cc; Stern, Kessler, Goldsein & Fox i

Ref: Documento o Caso#: 2293.0220002; 2293.0220002; 2293.0250001

1
I
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1 ’ PCT/US2007/020889

ATCC

10801 University Bivd » Manassas, VA 20110-2209 « Tcléphone: 703-365-2700 « FAX: 703-365-2745

BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL RECOGNITION OF
THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT ISSUED PURSUANT TO RULE 7.3
AND VIABILITY STATEMENT ISSUED PURSUANT TO RULE 10.

To. (Name and Address of Depositor or Attorney)
OncoMed Pharmacenticals :
ATTN: Austin Gurney - |
800 Chesapeake Drive ‘
Redwood city, CA 94063

Deposited on Behalf of: OncoMed Pharmaceuticals

Identification Reference by Depositor: 1 Patent Deposit Designation

Plasmid DNA: 13M57 L21HS - PTA-8424

Plasmid DNA: 13M57 L6HS ) 1 PTA-8426

Plasmid DNA: 21M18 H9L2 . PTA-8427

The deposits were accompanied by: _X _ a scientific descrlptlon a proposed taxonemic description indicated
. above,

The deposits were received May 10, 2007 by this !nternatlonal Depository Authorlty and have been
' accepted. !

AT YOUR REQUEST: X - We will inform you of requests for the strains for 30 years.

The strains will be made available if 2 patent office sngnatory to the Budapest Treaty certifies one's right to
receive, or if a U.S. Patent is issued citing the strains, and ATCC is instructed by the United States Patent &
Trademark Office or the depositor to release said strains.

If the cultures should die or be destroyed during the effective term of the deposit, it shall be your
responsibility to replace them with living cultures of the same.

The strains will be maintained for a period of at least 30 years from date of deposit, or five years after the
most recent request for a sample, whichever is longer. The Umted States and many other countries are
signatory to the Budapest Treaty.

The viability of the cultures cited above was tested May 23, 2007 . On that date, the cultures were viable.

International Depository Authority: American Type Culture Collection, Manassas, VA 26110-2209 USA.

... Signature of persox having authority to represent ATCC:

AP Lf‘f ) Date: May 30,2007

Dee Bishop, ATCC”PatentEepository

E@F”\V’ ER
U - 42007 Y

Steme KeSS'IDEr Gold sieint & Fox,

—

cc: Stern, Kessler, Goldsein & Fox

Ref: Docket or Case #: 2293.0220002; 2293.0220002; ‘2293.0250001
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TRATADO DE COOPERACI_ON EN MATERIA DE PATENTES

lfCT

i
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Articulo 18 y Reglas 43 y 44 del PCT)

Referencia al expediente del solicitante PARA ACCION i‘ ver Forma PCT/ISA/220

o del mandatario ADICIONAL ! asi como, en donde aplique el inciso 5 posterior
2293.025PC03

No. de solicitud internacional Fecha de presentacion internacional (dia/mes/afio) | (Fecha de Prioridad) (La més cercana) (dia/mes/afio)
PCT/US07/20889 28 de Septiembre de 2007 (28.09.2007) | 29 de Septiembre de 2006 (29.09.2006)
Solicitante '

ONCOMED PHARMACEUTICALS, INC.

Este reporte de busqueda internacional ha sido preparado por esta;Autoridad de la Busqueda Internacional y se transmite al
.. . , . R . .
solicitante de conformidad con el Articulo 18. Se transmite una copia a la Oficina Internacional.
!

. . . L
Este reporte de busqueda internacional consiste de un total de _S  hojas

| También estd acompaiado de una copia de cada documento! de la técnica anterior citado en este reporte.

!

1.Bases del reporte
a. Con respecto al idioma, la busqueda internacional se ha llevado a cabo en las bases de:

X 1a solicitud internacional en el idioma en el cual ha sido presentada.
1 una traduccion de la solicitud internacional , que esta en el idioma de la traduccidn proporcionada para los propésitos de la
busqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1 (b)).

b. [] Este reporte de Busqueda internacional se ha establecido tomando en cuenta la rectificacién de un error obvio autorizado por o
notificado a esta autoridad de acurdo con la Regla 91 (Regla 12.3bis (a)).
I

c. [ Con respecto a cualquier secuencia de aminoacidos y/o nucl‘eotldos descrita en la solicitud internacional, Ver Cuadro No. |

2. X Ciertas reivindicaciones no se pueden ser el objeto de una biisqueda (ver el Cuadro II).

3. [} Secarece de unidad de la invencién (ver Cuadro HI).

4. Con respecto al titulo, !
D] el texto se aprueba tal como lo presentd el solicitante,
[0 esta Autoridad ha establecido que el texto sea como sigue:

5. Con respecto al resumen,
X el texto se aprueba tal como lo presentd el solicitante.

O esta Autoridad ha establecido el texto, de acuerdo con la Regla 38.2(b), tal como aparece en el Cuadro IV. El
solicitante puede, dentro de un mes a partir de la fecha de envio por correo de este reporte de biisqueda internacional, proporcional
comentarios a esta autoridad.

6. Con respecto a los dibujos
a. la figura de los dibujos que se va a publicar con el resumen es: La Figura No.
|
[0 como lo sugitié el solicitante.
[0  porque al solicitante le falté sugerir una figura.
[0 porque esta figura caracteriza mejor la invencién.

b. X ninguna de las figuras ha sido publicada con el resumen

Forma PCT/ISA/210 (primera hoja) (Abril de 2007)




REPORTE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud internacional No.
PCT/US 07/20889 A

Cuadro No. I Secuencia de nucledtidos y/o aminodcidos (Continuacidén del punto 1l.b de la[{
primera hoja)

1. Con respecto a cualquier secuencia de nucledétidos y/o aminocdcidos descrita en la
solicitud internacional y necesariamente a la invencidn reivindicada, la bisqueda
internacional se llevd a cabo en la bases de:

tipo de material
un listado de secuencias
tabla({s) relacionada(s) al listado de secuencias

a.

X

O

b. formato del material

X en la forma escrita

X en la forma leible por computadorq

c. tiempo de presentacidn/acabado E

O contenida en la solicitud internacional como se presentd

O presentada conjuntamente con la solicitud internacional en la forma leible
por computadora :

X presentada de manera subsecuente a;esta Autoridad para los propdsitos de
busqueda. . .

1

2. [J ademés, en el caso de mas de una versidn o copia de un listado de secuencia Y/o
tabla que se refiere a la misma se ha presentado o terminado, las declaraciones
requeridas que la informacidén en la copia subsiguientes o adicionales es idéntica a
aquella en la solicitud como se presentd o que no va mds alld de la solicitud como se
presentd, como es apropiado, se presentaron.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (continuacidén de la primera hoja (1)) (Abril de 2007)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL |Numero de Solicitud

Internacional

PCT/US07/20889 Al
Cuadro No. II Observaciones donde ciertas reivindicaciones no fueron localizables <
(Continuacién del punto 2 de la primera hoja). .

Este reporte de busqueda internacionali no se ha establecido con respecto a
clertas reivindicaciones bajo el Articulo 17(2)(a) por las siguientes
razones:

1. X] Reivindicaciones Nos.: 49-56
debido a que se refieren a materia no requerida para ser buscada por esta Autoridad, especificamente:
Reivindicaciones 49-56 se redactan como reivindicaciones de ™“uso” no
estatutarias |
]
2. [] Reivindicaciones Nos.:
Debido a que se refieren a partes|de la solicitud internacional que no
cumplen con los requisitos previstos a un grado tal gque no se puede
llevar una busqueda 1internacional significativa, especificamente:

3. X Reivindicaciones Nos.: 38, 46-63
debido que son reivindicaciones dependientes v no se redactan de
acuerdo con el segundo y tercer enunciados de la Regla 6.4(a).

Cuadro No. III. Observaciones donde se carece dé la unidad de la invencidn (Continuacidén del
punto 3 de la primera hoja).

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd miltiples invenciones en
esta solicitud internacional, como sigue:

1. [] Puesto que todas las tasas de . busqueda, adicionales requeridas se
pagaron oportunamente por el solicitante, este reporte de busqueda
cubre todas las reivindicaciones buscables. '

2. [_] Puesto que todas las reivindicaciones buscableé podrian ser buscadas sin esfuerzo que justifique una
tasa adicional, esta Autoridad no solicitd el pago de cualquier tasa adicional.

3. [] Puesto que tinicamente algunas tasas de busqueda, adicionales, requeridas se pagaron oportunamente por
el solicitante, este reporte de busqueda internacional ¢ubre Unicamente aquellas reivindicaciones para las
cuales se pagaron las tasas, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. [] Ninguna de las tasas de busqueda, adicionales, requeridas se pagaron oportunamente por el solicitante.
En consecuencia, este reporte de busqueda internacional se restringe a la invencién mencionada primero

en las reivindicaciones, se cubre por las reivindicaciones Nos.:
[

Comentario de protesta ‘ ‘
[] Las tasas de busqueda, adicionales se acompatian por la protesta
del solicitante.

O Ninguna protesta acompafia al pago de las tasas de busqueda,
adicionales.

[] Las tasas de busqueda, adicionales se acompafian por la protesta
del solicitante y, donde es aplicable el pago de la tasa de protesta.

Forma PCT/ISA/210 (continuacidén de la primera hoja (2)) (Abril de 2007)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL No. de Solicitud Internacional
' PCT/US07/20889

A. CLASIFICACION DEL ASUNTO RELACIONADO :
IPC (8) - CO7K 16/00 (2006.01); C12P 21/08 (2006.01); CO7H 21/04 (2006.01); CI12N 15/00 (2006.01) (
USPC - 530/387.1, 387.3, 388,24; 424/130.1, 145.1; 435/69.6, 70:21, 320.1; 536/23.53

De acuerdo con la Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o tanto la clasificacion nacional como la IPC.

B. CAMPQOS BUSCADOS

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido por los simbolos de clasificacion)

USPC - 530/387.1, 387.3, 388,24, 424/130.1, 133.1, 145.1; 435/69.6, 70.21, 320.1; $36/23.53

Documentacion buscada diferente de la documentacién minima, al grado que estos documentos se incluyen en los campos buscados.

Base de datos. electrénica. consultada durante la biisqueda internacional (nombre de Ia base de datos, donde se puede practicar, términos de busqueda usados).
Favor de Ver Hoja de Continuacion

C. DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES i

Categorta* | Citacion del documento, con indicacion, donde es apropiado, de los pasajes pertinentes Pertinente para la reivindicaciéon No.

A NOGUERA-TROISE I et al Blockade of DII4 inhibits Tumor Growth by 1-37, 39-45
Promoting Non-productive Angiogenesis. Nature, Diciembre de 2006,
Vol. 444, pdginas 1032-1037, ver documento completo

A RIDGWAY J. et al, Inhibition of DII4 Signalling‘r Inhibits Tumor Growth by 1-37, 39-45
Deregulating Angiogenesis. Nature. Diciembre de 2006, Vol. 444, pdginas

1082-1037, ver documento completo.
|

A THURSTON G. et al. The Delta Paradox: DLL4 Blockade leads to More 1-37, 39-45
Tumor Vessels but Less Tumor Growth. Nature Reviews Cancer. Mayo de :
2007, vol. 7, paginas 327-331, ver documento completo

i
|
1
D Documentos adicionales se listan en fa continuacion del cuadro C. l i D Los miembros de 1a familia de patentes se listan en el anexo

* Categoria especial de los documentos citados: . '
“A” documento que define el estado general de la técnica, que no se LT documento posterior publicado después de la fecha de
considera que es de pertinencia particular : presentacion internacional o la fecha de prioridad, y que no
provoca conflicto con la solicitud, pero se cita para entender el
principio o teoria que trata la invencion
“E” Documento anterior, pero publicado en o después de la fechade  “X” documento de pertinencia particular; la invencion reivindicada
presentacién internacional no se puede considerar nueva o no se puede considerar que
| comprende un actividad inventiva cuando el documento se toma
‘ solo
“L” documento que puede crear dudas de la reivindicacion(es) de “Y” documento de pertinencia particular; la invencidn reivindicada
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacién de no se puede considerar que comprende un actividad inventiva
otra citacion u otra razdn especial (como se especifique) cuando el documento se combina con uno o mas de estos
| documentos, estas combinaciones son obvias para una persona
. experta en la técnica
“0” documento que se refiere a una descripcion oral, uso, exhibicién boe&” documento miembro de la familia de patentes
u otro medio
“P” documento publicado antes de la fecha de presentacion
internacional, pero después de la fecha de prioridad reivindicada
Fecha de la actual terminacién de la busqueda internacional Fecha de envio del reporte de busqueda internacional
14 de Marzo de 2008 (14.03.2008) | 09 de Abril de 2008
\
Nombre y direccion de envio de la ISA/US Funcionario autorizado
Mail Stop PCT, Attn: ISA/US,
Comisionado para Patentes | David J. Blanchard
P.O. Box. 1450, ! N
Alexandria, Virginia 22313-1450 ' Teléfono No. (572) 272-0501
No. de Facsimile 571 273-3201

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Abril de 2007)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Numero de Solicitud

p

PCT/US07/20889

i Internacional

| D
| /
|

Continuacidén de B.CAMPOS BUSCADOS Punto 3:
WEST, medline, embase, esbiobase, scisearch, lifesci, biosis, biotechno,
geneseq, uniprot, pir 80, patentes emitidas y solicitudes publicadas

Términos buscados: numeros de SEQ iD, ligando 4 tipo delta (DLL4), VGEF,
ligando/seflalizacidén de notch, numerds de ATCC, busqueda de inventores

Forma PCT/ISA/210 (hoja extra) (Abril de 2007)




TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

De la AUTORIDAD DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Para:
KEVIN W. MCCABE ! PCT
STERNE, KESSLER, GOLDSTEIN & FOX P.L.L.C. '

1100 NEW YORK AVENUE, N.W.

WASHINGTON, DC 2000-3934 OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD

ENCARGADA DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(Regla 43bis.1 de PCT)

Fecha de envio: (dia/mes/afio)
: 09 de Abril de 2008
Referencia al expediente del Solicitante o Mandatario PARA ACCION ADICIONAL
2293 25PC03 Ver Parrafo 2 mas adelante
Nutimero de Solicitud Internacional: Fecha de Presentacion Internacional: (dia/mes/afio) Fecha de prioridad (dia/mes/afio)
PCT/US07/20889 28 de Septiembre de 2007 29 de Septiembre de 2006
(28.09.2007) (29.09.2006)

Clasificacion Internacional de Patente (IPC) o tanto la clasificacion intemacional como la IPC
IPC (8) - CO7K 16/00 (2006.01); Ci2P 21/08 (2006.01); -CO7H 21/04 (2006.01); CI12N 15/00 (2006.01)
USPC - 530/387.1, 387.3, 388,24, 424/130.1, 133.1, 145.1; 435/69.6, 70.21, 320.1; 536/23.53

Solicilante:

ONCOMED PHARMACEUTICALS, INC.

|

1. Este reporte contiene las indicaciones que estan relacionadas con los siguientes puntos:

X Cuadro No. I Base del reporte

(] Cuadro No. 11 Prioridad

X Cuadro No. ITT Ningin establecimiento del reporte con respecto a la novedad, actividad inventiva, o
aplicabilidad industrial !

[ Cuadro No. IV Carencia de unidad de la invencion

X Cuadro No. V Declaracién razonada de acuerdo con la Regla 66.2 con respecto a la novedad, actividad
inventiva o aplicabilidad industrial; las citas y explicaciones que soportan tal declaracion

[] Cuadro No. VI Ciertos documentos citados

[[] Cuadro No. VIICiertos defectos en la solicitud internacional
[[] Cuadro No. VIl Ciertas observaciones en la solicitud interriacional.

2. ACCION ADICIONAL

Si se hace una solicitud para un examen preliminar internacional, esta opinién se considerard que es una opinion escrita de
la Autoridad del Examen Preliminar Internacional (“IPEA”) sin embargo, esto no aplica donde el solicitante elige una
autoridad diferente de esta para ser la IPEA y la IPEA elegida ha notificado a la Oficina Internacional de acuerdo con la
Regla 66.1bis(b) que no se consideraran las opiniones escritas de esta Autoridad Encargada de la Busqueda Internacional.

Si esta opinion se considera, como se proporciona anteriormente, que es una opinion escrita de la IPEA, se invita al
solicitante a presentar a la [IPEA una contestacidn escrita conjuntamente, donde sea apropiado, con enmiendas, antes del
vencimiento de los 3 meses desde la fecha de envié de la forma PCT/ISA/220 o antes del vencimiento de los 22 meses
desde la fecha de prioridad, cualquiera que expire posteriormente.

Para opciones adicionales, ver la forma PCT/ISA/220.

3. Para detalles adicionales, ver notas a la Forma PCT/ISA/ZZO.

Nombre y direccién de envio de la ISA/US Fecha del complemento de | Oficial Autorizado
Comisionado de Patentes y Marcas la opini6n

Mail Stop PCT, Attn: 1ISA/US David J. Blanchard
P.O. Box. 1450 14 de Marzo de 2008

Alexandria, Virginia 22313-1450 . (14.03.2008) Teléfono No. (572) 272-0501
No. de Facsimile (571) 273-3201 :

Forma PCT/ISA/237 (Hoja de Cubierta) (Abril de 2007)




OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD ENCARGADA Solicitud internacional No.
DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US07/20889

Cuadro No. I Bases de esta opinién

/\ﬁ\! .
1. Con respecto al idioma, esta opinién se ha establecido en las bases de: ( :
X Esta opinién se ha establecido en la base de la traduccién del idioma original en el siguiente idioma,
[(que una traduccién de ia solicitud internacional en_ , que es el idioma de la traduccion proporcionada
para los propdsitos de la bliisqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b)).

2.[7] Esta opinion se ha establecido tomando en cuenta la rectlfcacmn de un error obvio autorizado por o notificado por esta Autoridad de
acuerdo.con la Regla 91 (Regla 43bis.1(a)).

3. con respecto a cualquier secuencia de nucledtido y/o aminoacidos descrita en la solicitud internacional y necesaria a la
invencion reivindicada, se ha establecido esta opinion en base a:
i
a. tipo de material i
X unlistado de secuencias |
[ tabla(s) relacionada(s) al listado de secuencias *

b. formato del material
X en la forma escrita
[ en la forma leible por computadora

c. tiempo de presentacion/acabado
[J contenida en la solicitud internacional como se presentd
0 presentada conjuntamente con la solicitud internacional en la forma leible por computadora
XI presentada de manera subsecuente a esta Autoridad para los propdsitos de bisqueda.

4. [J Ademas, en el caso de mas de una version o copia de un listado de secuencia Y/o tabla que se refiere a la misma se ha
presentado o terminado, las declaraciones requeridas que la informacidn en la copia subsiguientes o adicionales es idéntica a

aquella en la solicitud como se presentd o que no va mas alla de la solicitud como se presentd, como es apropiado, se presentaron.

5. Comentarios adicionales: ‘
|
]

Forma PCT/ISA/237 (Cuadro No. I} (Abril de 2007)




OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD ENC}IARGADA Solicitud internacional No.
DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US07/20889

Cuadro No. 11l No establecimiento de la opinién con respecto a la novedad, actividad inventiva y aplicabilidad industrial.
I

Il
I. Las cuestiones de si la invencién reivindicada parece que es nueva, que comprende un actividad inventiva (que sea obvio)
que es aplicable industrialmente no seran examinadas a respecto de:
[J lasolicitud internacional completa
X reivindicaciones Nos. 38 v 46-63
debido:
X 1asolicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. 49-56 se relacionan al siguiente tema que no requiere un examen
preliminar internacional (especifica): ]
Las reivindicaciones 49-56 se redactan como reivindicaciones de “uso” no estatutarias y no se exponen de manera adecuada los
pasos de proceso '

(X 1a descripeion, reivindicaciones o dibujos (indicar los elerrPentos particulares a continuacion) o las reivindicaciones Nos. ___

38 v 46-63 no son claras de modo que no se puede formar una opinién significante:

Las reivindicaciones 38 y 46-63 son reivindicaciones dependientes, multiples que dependen de otra reivindicacién dependiente,
multiples y como tal no se redactan de acuerdo con la Regla 4‘.6(a) del PCT.

[ Ias reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos.: ) se soportan inadecuadamente por la descripcion de
modo que no se puede formar una opinién significante. '

[J no se ha establecido ningtin reporte de busqueda internaci;onal para las reivindicaciones Nos.

[ el listado de secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos no cumple con la norma provista en el Anexo C de las Instrucciones
Administrativas en que:

[ se proporciona un listado de secuencia en papel que cumple con la norma prevista por el Anexo C de las
instrucciones Administrativas, y este listado no esta disponible para la Autoridad del Examen Preliminar Internacional en la
forma y manera aceptables.

[ se proporciona un listado de secuencia en forma electrénica que cumple con la norma prevista por el Anexo C de
las Instrucciones Administrativas, y este listado no esta disponible para la Autoridad del Examen Preliminar Internacional en la
forma y manera aceptables. !

{] pagar la taza de retraso requerida, provista para la provisién del listado de secuencias en respuesta a la invitacién
de acuerdo con las Reglas 13ter.1(a) o (b).

[ una opinién significativa no se podria formar sin las tablas que se relacionan a los listados de secuencia, el solicitante no
habria, dentro del tiempo limite vencido, proporcionado estas tablas en la forma electrénica cumpliendo con los requerimientos
técnicos provistos por el Anexo C-bis de las Instrucciones administrativas, y estas tablas no seran disponibles para la Autoridad
de Examen Preliminar Internacional en la forma y manera aceptables.

(] las tablas que se relacionan al listado de secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos, si en la forma leible por computadora
s6lo, no cumplen con los requerimientos técnicos provistos por el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

[J Ver hoja separada para detalles adicionales

Forma PCT/ISA/237 (Cuadro No. IIII) (Abril de 2007)




OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD ENCARGADA DE
LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/US07/20889

. » . . . . l Ve
industrial; en las citaciones y explicaciones que soportan tal declaracién

V. Declaracién razonada bajo la Regla 43 bis.1(a)(i) con respecto a la novedad, la actividad inventiva o la aplicabil

id ¢
al

1. DECLARACION. i

Novedad (N)  Reivindicaciones 1-37 vy 39-45

Reivindicaciones NINGUNA

Actividad Reivindicaciones 1-37 vy 39-45

Inventivo (PI)  Reivindicaciones NINGUNA

Aplicabilidad  Reivindicaciones i1-37 y 39-45

Industrial (AI) Reivindicaciones NINGUNA
i

SI
NO

SI
NO

SI
NO

"V

2. Citas y explicaciones:

Las reivindicaciones 1-37 y 39-45 cumplen con los criterios establec
claramente un anticuerpo aislado que ser une especificamente a ¢
especificos que tienen las secuencias citas de cadena pesada y ligera!
numero de acceso de ATCC PTA-8670 o la especies de anticuerpo pu

debido a que la materia reivindicada se puede hacer o usar en la industria.

dos en el Articulo 33(2)-(3), debido a que la técnica anterior no ensefia ni sugiere
pitopos de DLL4 humanos citados en las reivindicaciones, o los anticuerpos
Las CDR o las especies de anticuerpo producidas por el hibridoma que tienen el
rificada por le plasmido depositado con la ATCC como PTA-8425 o PTA-8427.

Las reivindicaciones 1-37 y 39-45 cumplen con los criterios establecidos en el Articulo 33(4) del PCT, y de esta manera tiene aplicabilidad industrial

Forma PCT/ISA/237 (Cuadro No. V) (Abril de 2007)




“PATENT COOPERATION TREATY -

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
To

KE:VIN W. MCCABE PCT

ff;“g‘gﬁfgi‘fibgﬁﬁgsﬁﬁ & FOXP.L.L.C. NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

WASHINGTON. DC 20005.3934 THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

\PCT Rule 44.1)

amonyesy -0 9 APR 2008

FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below

Applicant's or agent’s file reference
2293.025PC03

International application No. International filing date
PCT/US07/20889 {day/month/year) 28 September 2007 (28.09.2007)
Applicant l

ONCOMED PHARMACEUTICALS, INC.

I. & The applicant is hereby notified that the international search|report and the written opinion of the International Searching
Authority have been established and are transmitted herewith.

Filing of amendments and statement under Article 19:
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 transmittal of the international
search report.

Where? Directly to the International Bureau of WIPO, 34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland, Facsimile No.: (41 -22) 338.82.70.

For more detailed instructions, see the notes on the accompanymg sheet.

2. D The applicant is hereby notified that no international search report will be establlshed and that the declaration under
Articie 17(2)(a) to that effect and the written opinion of theiInternational Searching Authority are transmitted herewith.

i
D With regard to the protest against payment of (an) addiliopal fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

D 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.

no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.
l

4.  Reminders |
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 international application, or of the
priority claim, must reach the International Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectively, before 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 unless 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 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international prelmuna.ry
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the cncry 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 before those designated Offices. ‘

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 monthsl (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 limits, Office by Office, see the PCT Applicant’s

Guide, Yolume II, National Chapters and the WIPO Internet site. ‘ -

Name and mailing address of the ISA/ US Authorized off'

Mail Stop PCT, Attn: ISA/US W

Commissioner for Patents E @ E HV F T\| David J.#lan / . b

P.0. Box 1450 D - oL o ™ %_, s T

Alexandria, Virginia 22313-1450 . Telephone No. (572) 272- osg 2 L4 E}‘“ %
Facsimile No. (571) 273-3201 N ios 1 1 anna 6%

Form PCT/1SA/220 (January 2004) UdrAPFR 1L ZUUO e notes on accompanyipg sheet)
r %s Y Senich dals
Sterne, Kessler, Goldstein & Fox
PLL
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" PATENT COOPERATION TREATY

PCT

| \
INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 ant} Rules 43 and 44)

Applicant's or agent’s file reference FOR FURTHER' - see Form PCT/ISA/220

2293.025PC03 ' ACTION as well as, where applicable, item 5 below.

International application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US07/20889 28 September 2007 (28.09.2007) 29 September 2006 (29.09.2006)
Applicant ’

ONCOMED PHARMACEUTICALS, INC.

i
This international search report has been prepared by this Intemz’atlonal Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

|

This international search report consists of a total of f) s‘heets.

D It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

[. Basis of the Report
a.  With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed.

D a translation 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))

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 Rule 43.6 bis(a)

c. g With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.

2. }x‘ Certain claims were found unsearchable (See Box No. II)

3. [:I Unity of invention is lacking (See Box No. III) i
4. With regard to the title,

@ the text is approved as submitted by the applicant.
D the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract, !
@ the text is approved as submitted by the applicant.

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. 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.
. I
as suggested by the applicant. |
as selected by this Authority, because the apblicant failed to suggest a figure.

D as selected by this Authority, because this ﬁgure better characterizes the invention.

b. & none of the figures is {o be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2007)
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Inte'mational application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
' PCT/USQ7/20889

Box No. I Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)

i
1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosc’d in the international application, 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 material

@ on paper
& in electronic form

¢. time of filing/furnishing

|
|
contained in the international application as filed !
|
I_—_] filed together with the international application inl electronic form

IE furnished subsequently to this Authority for the purposes of search

2. D in addition, in the case that more than one version 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 identical to that in
the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet(1)) (April 2007)



International application No.

, i
INTERNATIONAL SEARCH REPORT
i PCT/US07/20889

Box No. I Observations where certain claims were foupd unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:
|
|
L. ’AV‘ Claims Nos.: 49-56 !

because they relate to subject matter not required to bé searched by this Authority, namely:

Claims 49-56 are drafted as non-statutory "use” claims
|

|
|
i
2. D Claims Nos.: i

because they relate to parts of the international applicaltion that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. @ Claims Nos.: 38, 46-63

because they are dependent claims and are not drafted ;i

i
]
]
|
|
I
|
Im accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

I
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:

|

i
As all required additional search fees were timely pald by the applicant, this international search report covers all
searchable claims. i

payment of any additional fees. i

I
2. I:l As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite
D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report

~ covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, D No required additional search fees were timely paid by’ the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims: it is covered by claims Nos.:
Remark on Protest I:l The additional search fees were accompanled by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee. |

|
D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest fee
was not paid within the time limit sp:eciﬁed in the invitation.

D No protest accompanied the payment: of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet(2)) (April 2007)



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
! PCT/US07/20889
‘A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER }
IPC: CO7K 16/00( 2006.01);C12P 21/08( 2006.01); CO7H 21/04( 2006.01); C12N 15/00( 2006.01)
USPC: 530/387. 1,387.3,388.24,424/130.1,133.1,145.1;435/69.6,70.21,320.1,536/23.53

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

U.S. : 530/387.1,387.3,388.24,424/130.1,133.1,145.1,435/69.

6,70.21,320.1;536/23.53

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name
Please See Continuation Sheet

of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
A NOGUERA-TROISE L. et al. Blockade of DIl4 inhibits Tumor Growth by Promoting Non- 1-37, 39-45
productive Angiogenesis. Nature. December 2006, Vol 444, pages 1032-1037, see entire :
document.
A RIDGWAY J. et al. Inhibition of DI14 Signalling Inhibits Tumor Growth by Deregulating 1-37, 3945
Angiogenesis. Nature. December 2006, Vol 444, pages 1083-1087, see entire document. :
A THURSTON G. et al. The Delta Paradox: DLL4 Blockade Leads to More Tumor Vessels 1-37, 39-45

but Less Tumour Growth. Nature Reviews Cancer.
entire document.

May 2007, Vol 7, pages 327-331, see

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

D See patent family annex.

* Special categories of cited documents:

“A"  document defining the general state of the art which is not considered to be
of particular relevance

“E" earlier application or patent published on or afier the international filing date

“L"  document which may throw doubts on priority claim(s) or which is cited to
establish the publication date of another citation or other special reason (as
specified)

“O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means

“P"  document published prior to the international filing date but later than the
priority date claimed

“T" later docurnent published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand the
principle or theory underlying the inventon

“X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive step
when the document is taken alone

“Y" document of particular relevance; the claimed invention cannol be
considered (o involve an inventive step when the document is

| combined with one or more other such documents, such combination

! being obvious to a person skilled in the art

i“&" document member of the same patent {amily

Date of the actual completion of the international search
14 March 2008 (14.03.2008)

Name and mailing address of the ISA/US
Mail Stop PCT, Aun: ISA/US
Commissioner for Patents

P.O. Box 1450
Alexandria, Virginia 22313-1450

Facsimile No. (571) 273-3201

'Auth?
Davi@ J.

Telephone No. (572) 272-0501

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2007)




Intematic;nal. application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US07/20889

Continuation of B. FIELDS SEARCHED Item 3: ‘
WEST, medline, embase, esbiobase, scisearch, lifesci, biosis, biotechno, geneseq, uniprot, pir 80, issued patents and published

applications ;
Search terms: SEQ ID numbers, delta-like ligand 4 (DLLA4), VEGF, notch ligand/signaling, ATCC numbers, inventor search

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (April 2007)



‘PATENT COOPERATION TREAT:
|

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

i
|

EVIN W. MCCABE { PCT
1

STERNE, KESSLER, GOLDSTEIN & FOX P.L.L.C.
1100 NEW YORK AVENUE, N.W.

WASHINGTON, DC 20005-3934 WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

: ~ (PCT Rule 43bis. 1)

iDate of mailing )

. (day/month/year) 0 9 ﬂl P R 2 0 U 8
Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION

' See paragraph 2 below

2293.025PC03
International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year)

PCT/US07/20889 28 September 2007 (28.09.2007) 29 September 2006 (29.09.2006)
International Patent Classification (IPC) or both national classificalic;)n and IPC

IPC: CO07K 16/00( 2006.01);C12P 21/08( 2006.01);COTH 21/64( 2006.01);C12N 15/00( 2006.01)
USPC: 530/387.1,387.3,388.24,424/130.1,133.1,145.1,435/69.6,70.21,320.1,536/23.53
Applicant .

ONCOMED PHARMACEUTICALS, INC.

I. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. I Basis of the opinion :

Box No. II Priority i

Box No. 111 Non-establishment of opinion with regilrd to novelty, inventive step and industrial applicability
Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis. ;(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial

applicability; citations and explanations supporting such statement
Box No. VI Certain documents cited

Box No. VII Certain defects in the international application

D00 XOXOX

1
Box No. VIII  Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION
If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will be considered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where the applicant chooses an
Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified 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 to be a writtén opinion of the IPEA, the applicant is invited 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 PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.

For further options, see Form PCT/ISA/220.

3. For further details, see notes to Form PCT/ISA/220.

Name and mailing address of the ISA/ US Date of completjon of this

Mail Stop PCT, Aun: ISA/US opinion .

Commissioner for Patents ’ [ .

P.0. Box 1450 14 March 2008 {14.03.2008)

Alexandria, Virginia 22313-1450 | Telephone No. (572) 272-0501
Facsimile No. (571) 273-3201 |

Form PCT/ISA/237 (cover sheet) (April 2007)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US07/20889

Box No. I Basis of this 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

D a translation 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. [:] This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this
Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a)) . o
3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has been
established on the basis of: .
a. type of material

& a sequence listing

I—_—I table(s) related to the sequence listing 5

b. format of material

E] on paper

@ in electronic form

1
1
|
I
|
|
|
¢. time of filing/furnishing ‘
D contained in the international application as filed. r
D filed together with the international application in electronic form.

& furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4. I:] In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has been
filed or furnished, the required statements that the inform‘ation 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.

5. Additional comments:

Form PCT/ISA/237(Box No. I) (April 2007)



B Tnternational épplication No.
WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US07/20889

Box No. III Non-establishment of opinion with regard to}novelty, inventive step and industrial applicability /

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-obvious), or to be
industrially applicable have not been examined in respect of:

D the entire international application

@ claims Nos. 38 and 46-63

‘because:

& the said international application, or the said claim Nos. 4j9-56 relate to the following subject matter which does not
require an international search (specify): I

Claims 49-56 are drafted as non-statutory "use” claims and do not adequately set forth process steps

Ei] the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 38 and 46-63 are so unclear that
no meaningful opinion could be formed (specify): i

Claisms 38 and 46-63 are multiple dependent claims that depend from another multiple dependent claim and as such are not
drafted in accordance with PCT Rule 4.6(a) -

D the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify): I

D no international search report has been established for said claims Nos.

l:l a meaningful opinion could not be formed WithOlil[ the sequence listing; the applicant did not, within the

prescribed time limit: ’

D 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 International Searching Authority
in a form and manner acceptable to it.

D furnish 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.

D 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). ‘

D a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant did
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 Authority in a form and manner acceptable to it.

D the tables related to the nucleotide and/or amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

L__‘ See Supplemental Box for further details.
Form PCT/ISA/237 (Box No. III) (April 2007)




WRITTEN OPINION OF THE PCT/US(7/20889

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Box No. V Reasoned statement under Rule 43 bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial

applicability; citations and explanations supporting such statement
|

l _
; ’ International application No.

1. Statement .
Novelty (N) Claims 1—3‘.7 and 39-45 YES
Claims NONE NO
[
Inventive step (IS) Claims 1-37 and 39-45 YES
Claims NONE NO
.
Industrial applicability (IA) Claims 1-37 and 39-45 YES
NO

Claims N(?NE

2. Citations and explanations: l

Claims 1-37 and 39-45 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-63), because the prior art does not teach or fairly suggest an
isolated antibody that specifically binds to the human DLLA epitopes recited in the claims, or the specific antibodies having the
recited heavy and light chain sequences, CDRs or the antibody species produced by the hybridoma having ATCC accession No.
PTA-8670, or the antibody species encoded by the plasmid deposited Iwith the ATCC as PTA-8425 or PTA-8427.

Claims 1-37 and 39-45 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), .and thus have industrial applicability because the subject matter

| .
|

claimed can be made or used in industry.

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (Aprii 2007)
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
f PCT/US07/20889

Box No. I Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)
. |

|

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international search was
carried out on the basis of: : ]l

a. type of material

@ a sequence listing
|
D table(s) related to the sequence listing ‘

i
b. format of material . 1'

@ on paper

& in electronic form ' l '

"¢ time of filing/furnishing i
D contained in the international application as filed
[:l filed together with the international application in felectronic form
@ furnished subsequently to this Authority for the pu‘rposes of search
T | }
2. D In addition, in the case that more than one version 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 identical to that in
the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished. '

3. - Additional comments:

I

|

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet(1)) (April 2007) !
: |

I

|
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International application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT 1
' ‘ PCT/US07/20889

Box No. I  Observations where certain claims were found‘ unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of cértain élaims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. & Claims Nos.: 49-56 |
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Claims 49-56 are drafted as non-statutory "use” claims

i
|
|
[

2. D 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, specifically:

|

|
|
3. m Claims Nos.: 38, 46-63 |
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

|

Box No. III  Observations where unity of invention is lack;ing (Continuation of item 3 of first sheet)

o
This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

|
|
:
|

|
. .. . . { . . . .
Ij As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchable claims. ) l _ :
2. [—__] As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite
payment of any additional fees. i :
D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report

covers only those claims for which fees were paid, speéiﬁcally claims Nos.:

4, I:l No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: ’
. 1

Remark on Protest - D The additional search fees were accémpanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D' The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest fee
was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the paymer}'t of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet(2)) (April 2007) '



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT |

| PCT/US07/20889
A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER l
IPC: ~ CO7K 16/00( 2006.01);C12P 21/08( 2006.01); COTH 21/04( 2006.01);C12N 15/00( 2006.01)
‘ | |
USPC: 530/387.1,387.3,388.24,424/130.1,133. 1,145.1;435/69‘.6,70.21,320.1;536/23.53

According to International Patent Classification (IPC) or to both nationzill classification and IPC

B.  FIELDS SEARCHED : |

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
US.: 530/387.l,387.3,388.24;424/130.1,133.1,145.1;435/69.6,7|0.21,320.1;536/23.53

 Documentation searched other than minimum documentation to the exu!:nt that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of| data base and, where practicable, search terms used)
Please See Continuation Sheet- ) ‘
|

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * " Citation of document, with indication\, where appr¢priate, of the relevant passages - Relevant to claim No.
A NOGUERA-TROISE L. et al. Blockade of D114 inhibits Tumor Growth by Promoting Non- 1-37, 3945
' productive Angiogenesis. Nature. December 2006, Vol 444, pages 1032-1037, see entire ’ .
document. '
[ .

A RIDGWAY J. et al. Inhibition of DIl4 Signalling Inhibits Tumor Growth by Deregulating | 1-37, 3945
Angiogenesis. Nature. December 2006, Vol 444, pages 1083-1087, see entire document.

A THURSTON G. et al. The Delta Paradox: DLLA Blockade Leads to More Tumor Vessels 1-37, 3945

but Less Tumour Growth. Nature Reviews Cancer. May 2007, Vol 7, pages 327-331, see
entire document. l

D Further documents are listed in the continuation of Box C. [D See patent family annex.

later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand the

“A”  document defining the general state of the art which is not considered to be | principle or theory underlying the invention
of particular relevance

* * Special categories of cited documents: “r"

- “‘}X“ document of particular relevance; the claimed invention cannot be
“E" earlier application or patent published on or after the internationaf filing date considered novel or cannot be considered to involve an inventive step
i when the document is taken alone
“L™ document which may throw doubts on priority claim(s) or which is cited to i .
establish the publication date of another citation or other special reason (as ‘]Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
specified) considered to involve an inventive step when the document is
| combined with one or more other such doc such combination

“0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means being obvious to a person skilled in the an

“P”  document published prior to the international filing date but later than the “&” document member of the same patent family
priority date claimed ) |

Date of the actual completion of the international search Pate of mailing of the international search report
14 March 2008 (14.03.2008) ,
Name and mailing address of the ISA/US Authorti:

Mail Stop PCT, Attn: ISA/US 44

Commissioner for Patents David J.

.0. Box 145 [ _
P.0. Box 1450 Telephone No. (572) 272-0501

Alexandria, Virginia 22313-1450
Facsimile No. (§71) 273-3201 ‘
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REFERENCIA Radicacidn No. l 9 31240

Solicitud internacional; PCT/US2007/020889
Fecha inicio fase naciqnal 29/04/2009
Tramite , 11

Evento : 378

Actuacidn l 430

Oficio No. o u5124

Como resultado del examen de forma, realigado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comupidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT)L regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y' Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder dLbidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere

i

persona juridica. |

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidén del
derecho a la patente del inventor al sdlicitante © a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidén 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 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segin indiquen
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, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Iﬁdustria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por él articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término 'de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete: los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al p%esente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacidn.

|

Notifiguese el presente oficio conforme % lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo guinto del titulo primero, de la Circular Unica No.10 de 2001.
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