ES 2744 267 T3

@

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2744 267
GDint. Ci.;

CO07K 19/00 (2006.01)
CO7K 16/46 (2006.01)
C12N 15/62 (2006.01)
A61K 39/395 (2006.01)
CO7K 14/705 (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)

TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 20.11.2013 ~ PCT/KR2013/010589

Fecha y nimero de publicacién internacional:

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:

30.05.2014 WO14081202
20.11.2013 E 13857338 (1)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 17.07.2019 EP 2924052

Tl’tulo: Anticuerpo de doble diana que se dirige a VEGFR-2 y DLL4, y composicion farmacéutica que
comprende el mismo

Prioridad:

21.11.2012 KR 20120132431

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la

traduccion de la patente:

24.02.2020

@ Titular/es:

PHARMABCINE INC. (100.0%)

412, Daejeon Bio Venture Town, 1662, Yuseong-
daero, Yuseong-gu

Daejeon 305-811, KR

@ Inventor/es:

KIM, JOONG KYU;
YOO, JIN SAN;

LEE, SANG HOON;
LEE, WEON SUP;
KIM, SUNG WOO,;
SHIM, SANG RYEOL;
YOO, JIN SANG;
LEE, YOUNG AE;
PARK, MI JU;
BYUN, SANG SOON,;
LEE, HYUK JOON;
KIM, DO YUN;

KIM, YEUN JU;
CHOI, JIN HEE;
NAHM, KYUNG HEE;
NAM, JU RYUNG;
JEONG, JONG GEUN;
JEONG, BO YOUNG;
LEE, EUN JIN;

LEE, SEON YOUNG;
PARK, IN SOOK;
LEE, JIN SOOK;

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




ES 2744 267 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2744 267

@ Inventor/es:

YOON, JAE BONG;
KIM, NAM YE y
OH, SEON HWAN

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se

considerara como formulada una vez que se haya
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).

realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2744267 T3

DESCRIPCION

Anticuerpo de doble diana que se dirige a VEGFR-2 y DLL4, y composicion farmacéutica que comprende el mismo

[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a una forma novedosa de un anticuerpo de doble diana en el que un antagonista de
DLL4 esta unido a un terminal de un anticuerpo que se dirige a VEGFR-2 para marcar ademas DLL4 humana, ADN
que codifica el anticuerpo, un vector de expresion recombinante que incluye el mismo, células hospedadoras
transformadas con el vector de expresion recombinante, un procedimiento de produccién del anticuerpo de doble diana
usando las células hospedadoras, una composicion farmacéutica que incluye el anticuerpo de doble diana, y un
procedimiento de medicion de la eficacia antagonista de DLL4 del anticuerpo de doble diana.

[Técnica anterior]

La angiogénesis es un mecanismo en el que se generan nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos sanguineos
existentes por crecimiento, division, migracion, y similares, de una célula endotelial, juega un papel importante en los
procesos del crecimiento normal incluyendo la curacion de herida o el ciclo menstrual femenino (Risau, Nature, 386
671, 1997), y ademas, se sabe que la angiogénesis anormalmente excesiva juega un papel crucial en enfermedades
tales como el crecimiento tumoral y la metastasis, degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE), retinopatia
diabética, psoriasis, artritis reumatoide e inflamacién crénica (Carmeliet and Jain, Nature, 407:249, 2000).

La hipotesis de que el crecimiento tumoral y la metastasis son dependientes de angiogénesis, y por lo tanto, una
terapia que se centra en la anti-angiogénesis podria ser un nuevo agente terapéutico para los tumores sélidos fue
planteada por el Dr. J. Folkman en 1971. Después de eso, la investigacién de una tecnologia relacionada con la
inhibicion de los mecanismos de angiogénesis excesiva ha atraido la atencién a muchos investigadores (Ferrara and
Kerbel, Nature, 438:967, 2005). Un aspecto progresivo de la angiogénesis se determina por equilibrio completo de los
inductores de la angiogénesis y los inhibidores de la angiogénesis, y se desarrolla por procedimientos secuenciales
complejos y de multietapa. Con detalle, diversos inductores de la angiogénesis que incluyen el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) secretado por tejidos tumorales o dafiados se unen a correspondientes receptores de
células endoteliales vasculares periféricas existentes para activar las células endoteliales vasculares activas, que
incrementa la permeabilidad de las células endoteliales vasculares, y para secretar proteasa tal como
metaloproteinasa de matriz (MMP), la cual descompone la membrana basal y la matriz extracelular que rodea las
células endoteliales, de modo que las células endoteliales vasculares escapan de los capilares existentes y
migran/proliferan hacia el tejido que secreta el inductor de la angiogénesis. Las células endoteliales vasculares
migradas y proliferadas forman una estructura tubular intravascular, y por ultimo, los piricitos que son un soporte
estructural de la célula endotelial vascular se introducen para conseguir la formacién de vaso sanguineo estable y
maduro.

Como se ha descrito anteriormente, se encontré que la sefalizacion de VEGF y un receptor de VEGF (VEGFR) unido
al VEGF se suprime para inhibir finalmente la angiogénesis, obteniendo de ese modo efectos terapéuticos sobre
diversas enfermedades de degeneracion macular relacionada con la edad, retinopatia diabética, psoriasis, artritis
reumatoide e inflamacién croénica, incluyendo crecimiento y metastasis de tumor, y por tanto, ha estado en curso el
desarrollo de diversos farmacos capaces de inhibir la actividad de VEGF.

Especificamente, Separacion y purificacion de proteina de formas de VEGF y clonacion de ADNc por el grupo del Dr.
N. Ferrara de Genentech en 1989 (Leung y col., Science, 246:1.306, 1989). Hasta ahora se sabe que VEGF que
también es referido como VEGF-A tiene cuatro isotipos (VEGF121, VEGF165, VEGF189 y VEGF206), y se informa
que entre los cuatro isotipos, VEGF 165 es el mas abundante en todos los tejidos humanos excepto para la placenta
(Tisher y col., J. Biol. Chem., 266:11.947, 1991). Se sabe que VEGF se une a receptores VEGFR-1 y VEGFR-2/KDR
con afinidad significativamente alta; sin embargo, la sefial de VEGF se transfiere principalmente a través de VEGFR-
2 para inducir los mecanismos relacionados con la angiogénesis tales como proliferacion, migracion, y similares, de
células endoteliales vasculares. Debido a las razones anteriormente descritas, VEGF y VEGFR-2 llegan a ser dianas
principales para inhibir el mecanismo de la angiogénesis inducido por VEGF y un nimero de estos tratan con VEGF y
VEGFR-2 (Ellis and Hicklin, Nature Rev. Cancer, 8:579, 2008; Youssoufian y col., Clin. Cancer Res., 13:5544s, 2007).

Por ejemplo, Avastin (bevacizumab, Genentech) es una anticuerpo humanizado que se dirige a VEGF-A (Ferrara y
col., Biochem. Biophy. Res. Comm., 333:328, 2005), el cual ha recibido la aprobacién de la FDA de EE.UU. para
tratamiento para cancer colorrectal metastasico en 2004, cancer de pulmoén de células no pequeiias en 2006 y cancer
de mama metastasico Her-2 negativo en 2008, respectivamente, y se aprueba para tratar glioblastoma multiforme
(GBM), y cancer renal. En la actualidad, los ensayos clinicos sobre una diversidad de tumores sélidos estan en curso
para ampliar las indicaciones. Ademas, Lucentis que se desarrollé en la misma compafiia, es un anticuerpo preparado
para cortar fragmentos Fab solamente de Avastin para la buena permeabilidad de Lucentis cuando se inyecta Lucentis
en la retina para inhibir la angiogénesis excesiva alrededor de la macula que es un aspecto importante de la
degeneracion macular senil (Eter y col, Biodrgus, 20:167, 2006), y como agente terapéutico para la degeneracion
macular humeda relacionada con la edad (himeda-DMRE), el cual ha recibido la aprobacion de la FDA de EE.UU. en
2006.
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Como otro anticuerpo para el tratamiento que se dirige a VEGF, existe la VEGF-trap fabricado por Regeneron (Holash
y col., PNAS, 99:11.393, 2002). VEGF-trap es un receptor sefiuelo soluble en una forma en la que el segundo dominio
tipo inmunoglobulina de VEGFR-1 y el tercer dominio tipo inmunoglobulina de VEGFR-2 se fusionan a Fc humano, el
cual aun no ha recibido la aprobacion de la FDA de EE.UU., pero ha estado en curso en la fase del estadio lll para
cancer de mama metastasico, cancer de pulmén metastasico, cancer colorrectal metastasico, cancer de prostata
refractario de hormona, y similares.

Mientras tanto, ejemplos de anticuerpos anti-angiogénesis que se dirigen a VEGFR-2 que es un receptor de VEGF
incluyen IMC-1121B (documento EP 1916001A2) fabricado por Imclone company, CDP-791 (documento
PCT/GB02/04619) fabricado por UCB company, Tanibirumab (TTAC-0001) (documento WQO2008/153237)
desarrollado por los presentes inventores y ha estado en un ensayo clinico, y similares.

IMC-1121B es un anticuerpo monoclonal seleccionado de una genoteca de Fab completamente humana, el cual ha
estado en curso en la fase del estadio Ill para cancer de mama metastasico, y se introdujo en la fase del estadio lll
para cancer de estomago en 2010. CDP-791 fabricado por UCB es un anticuerpo humanizado, el cual ha estado en
curso en la fase del estadio Il para cancer de pulmén de células no pequefias en forma de Di-Fab PEGilado. Puesto
que este anticuerpo no tiene Fc, no se puede esperar citoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo o
citoxicidad dependiente de complemento.

Por dltimo, Tanibirumab (TTAC-0001) desarrollada por los presentes inventores es un anticuerpo monoclonal
seleccionado de una genoteca de ScFv completamente humana, y es el Unico anticuerpo que tiene reactividad con
flk-1 de raton y origin de rata (homologo de VEGFR-2) mientras simultdneamente se dirige a VEGFR-2, lo cual es una
de las caracteristicas distinguibles importantes de IMC-1121B fabricado por Imclone (documento WO2008/153237).
En particular, la reactividad cruzada de especies cruzadas mostrada por Tanibirumab es posible para realizar una
investigacion del modelo de enfermedad animal para llevar a cabo el desarrollo futuro de agente anti-cancer para el
cancer especifico por fases, lo cual hace mas faciles las investigaciones relacionadas.

Como se ha descrito anteriormente, las investigaciones de VEGF y VEGFR-2 dirigidos se han desarrollado
drasticamente durante los ultimos cinco afios, y un nimero de agentes terapéuticos son desarrollados por el mercado
y los estudios clinicos.

Mientras tanto, las células diferenciadas en célula punta (Tip) por sefalizacion VEGF/VEGFR-2 expresan fuertemente
DLL4 y se unen al receptor Notch 1 presente en las células circundantes, y las células en las que la ruta de sefalizacion
de Notch1 se activa se diferencian en células tallo (stalk) para formar la estructura tubular del vaso sanguineo normal,
lo cual provoca que la ruta de sefalizacion DLL4/Notchl sea uno de los mecanismos mas importantes para la ruta
VEGF/VEGFR-2 y la angiogénesis (Dufraine y col., Oncogene, 27:5.132~5.137, 2008).

Hasta ahora se sabe que DLL4 es uno de los ligandos para un receptor Notch, y hay cuatro tipos de receptores Notch
(Notch 1 a 4) y cinco tipos de ligandos de Notch (Jagged-1, Jagged-2, DLL1, DLL3 y DLL4) en mamiferos. La ruta de
sefializacion de Notch se inicia uniendo un ligando de Notch de una célula a un receptor Notch de otra célula, y
necesariamente se activa por interaccion directa entre las diferentes células (Bray SJ, Nat. Rev. Mol. Cell Biol.,
7(9):678, 2006).

Cuando el ligando de Notch se une al receptor Notch, en primer lugar se activa una metaloproteasa ADAM para
escindir un sitio proximal exterior de la membrana celular del receptor Notch y, a continuacién, se activa un complejo
gamma-secretasa para escindir un sitio proximal interno de la membrana celular del receptor Notch, de modo que el
dominio intracelular de Notch (NICD) se aisla y migra dentro del nucleo. NICD se une a un factor de transcripcion
RBPJ/CSL para inducir la expresion de los genes diana de Notch tal como proteinas hélice-bucle-hélice basicas
incluyendo Hes y Hey. La ruta de sefalizacion de Notch determina la proliferacién/diferenciacion/apoptosis de acuerdo
con la situacién de las correspondientes células, y juega un importante papel en el mantenimiento de las células madre
normales y las células madre cancerosas.

Basicamente, todos los receptores Notch son capaces de unirse a todos los ligandos de Notch; sin embargo,
combinaciones de diversas uniones estan selectivamente controladas en microambientes de las correspondientes
células. Por ejemplo, DLL4 se expresa fuertemente en células epiteliales de angiogénesis durante un procedimiento
de desarrollo fetal, y se une a Notch1 y Notch4 que se expresan en las células endoteliales periféricas; sin embargo,
la unién DLL4-Notch1 es la mas importante de una manera exclusiva (Yan M, Vasc. Cell, 2011), y la angiogénesis se
desarrolla a través de la unién DLL4-Notch1. La anterior descripcion se encuentra bien por el ensayo de deficiencia
de gen, y similares (Duarte y col., Genes Dev, 2004; Gale y col., PNAS, 2004; Krebs y col., Genes Dev., 2004).

Por lo tanto, cuando se suprime la unién DLL4-Notchl, se puede inhibir la angiogénesis, y por lo tanto, diversas
enfermedades tales como tumor, y similares, son capaces de ser tratadas. Ya se ha demostrado que cuando VEGF
se inhibe usando Avastin (bevacizumab), y similares, en el tratamiento de cancer, se inhibe la angiogénesis para
disminuir la perfusiéon del tumor, y se disminuye un tamafio del tumor. Mientras tanto, cuando se inhibe la unién con
Notch1 expresado en las células periféricas mientras se dirige a DLL4, los vasos sanguineos se generan de manera
anormal y en gran medida (hiperexplosion), pero no alcanzan la funcién completa, lo cual disminuye la perfusion del
tumor no funcional, y como resultado, se reduce el tamario del tumor (Thurston y col, Nat. Rev. Cancer, 7(5):327,
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2007).

De forma interesante, cuando un anticuerpo que inhibe VEGF y DLL4 se administra en experimentos animales de
xenoinjerto usando varias lineas de célula cancerosa realizados en el equipo de investigacion de Genentech, el
crecimiento del cancer se suprime mucho mas fuertemente, en comparaciéon con un caso en el que un anticuerpo que
inhibe VEGF y un anticuerpo que inhibe DLL4 se administran por separado, respectivamente (Ridgway y col., Nature,
444(7.122):1.083, 2006). Se sugiere que la sefializacion por la ruta DLL4/Notch1 no se activa simplemente por la ruta
VEGF/VEGFR-2, y diversas enfermedades relacionadas con la angiogénesis tales como tumor, y similares, son
capaces de ser tratadas eficazmente inhibiendo simultdneamente las sefializaciones por dos rutas.

Ademas, se encontré que la inhibicién de DLL4 tiene un efecto sobre tanto un tumor que es sensible al inhibidor de la
ruta VEGF/VEGFR-2 como un tumor que es resistente al inhibidor de la ruta VEGF/VEGFR-2 (Ridgway vy col., Nature,
444(7.122):1.083, 2006; Noguera-Troise y col., Nature, 444(7.122):1.032. 2006), lo cual proporciona una pista
significativamente importante para superar la resistencia que se da en la actualidad y frecuentemente cuando se
administran farmacos tales como Avastin que bloquea VEGF (incluyendo dos casos de una resistencia intrinseca en
la que Avastin no es eficaz desde el comienzo y resistencia adquirida en la que una eficacia de Avastin esta cayendo
gradualmente con el tiempo).

Ademas, se encontré por el equipo de investigacion de Oncomed que la inhibicién de DLL4 reduce directamente la
frecuencia de las células madre cancerosas en tumor e inhibe el crecimiento del tumor (Hoey y col., Cell Stem Cell.,
2009), lo cual sugiere que es posible la inhibicion de DLL4 para bloquear esencialmente la recurrencia del cancer. Por
ultimo, la resistencia a quimioterapia anticancer y agentes terapéuticos de anticuerpo tales como Herceptin, y similares,
que se usan en la actualidad para el tratamiento de cancer tiene mucha relevancia para la ruta de sefalizacién de
Notch y la inhibicion de la ruta DLL4/Notch1 también es posible para superar la resistencia de la quimioterapia
anticancer y los agentes terapéuticos de anticuerpo tales como Herceptin, y similares (Wang y col., Biochim Biophys
Acta., 1.806(2):258, 2010).

El documento US 2010/0260668A1 desvela inmunoglobulinas de dominio variable doble y sus usos. En particular, el
documento describe proteinas de union multivalentes y multiespecificas modificadas por ingenieria, procedimientos
de produccion, y especificamente usos en la prevencion, diagnosis y/o tratamiento de enfermedades.

Como se ha descrito anteriormente, diversas enfermedades relacionadas con la angiogénesis tales como tumor, y
similares, son capaces de ser tratadas eficazmente inhibiendo simultdneamente sefiales por dos rutas VEGF/VEGFR-
2 y DLL4/Notch 1. Sin embargo, aun no se ha producido el desarrollo de farmacos que son eficaces para esto, y por
lo tanto, se requiere urgentemente el desarrollo pertinente.

[Resumen de la invencién]

Los presentes inventores llevaron a cabo una investigacion del desarrollo de un agente terapéutico capaz de tratar
diversas enfermedades relacionadas con la angiogénesis tales como tumor, y similares, mediante la sefalizacion
supresora mas eficazmente y simultdneamente de dos rutas, VEGF/VEGFR-2 y DLL4/Notch1 para resolver los
problemas anteriormente descritos, y como resultado, se encontré que un anticuerpo de doble diana que se dirige
simultaneamente a VEGFR-2 y DLL4 que comprende un antagonista de DLL4, el cual esta unido a un terminal de un
anticuerpo que se une a VEGFR-2, en el que el anticuerpo que se une a VEGFR-2 comprende una region variable de
la cadena pesada que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a 3, y una
region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 4 a 6, en el que el antagonista de DLL4 es el 11° y 12° dominio tipo EGF de union a calcio de Notch1 humano, y
en el que el antagonista de DLL4 esta unido al N-terminal de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que
se une a VEGFR-2, muestra eficazmente un efecto de tratamiento de diversas enfermedades relacionadas con la
angiogénesis, y se completa la presente invencion.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar ADN que codifica el anticuerpo de doble diana, y un vector de
expresion recombinante que incluye el mismo.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar células hospedadoras transformadas con el vector de expresion
recombinante, y un procedimiento de produccién del anticuerpo de doble diana segun la presente invencién, usando
las células hospedadoras.

Otro objeto de la presente invencidon es proporcionar una composicion farmacéutica para tratar enfermedades
relacionadas con la angiogénesis que comprende el anticuerpo de doble diana, en la que el las enfermedades
relacionadas con la angiogénesis es una o mas seleccionadas del grupo que consiste en crecimiento tumoral,
metastasis tumoral, degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE), retinopatia diabética, psoriasis, artritis
reumatoide e inflamacion cronica.

Descripcién de los dibujos

FIG. 1 representa la secuencia de aminoacidos de los dominios 11 y 12 tipo EGF de Notch1 unidos a DLL4.
FIG. 2 es un diagrama de un vector PMC-201 v213 segun la presente invencion.
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FIG. 3 representa los resultados obtenidos expresando aleatoriamente el vector segun la presente invencion
usando una célula 293-T y confirmando la produccién de un anticuerpo de doble diana purificado a través de SDS-
PAGE.

FIG. 4 representa los resultados del anadlisis ELISA de la afinidad de unién a VEGFR-2 y DLL4 humana, del
anticuerpo de doble diana segun la presente invencion.

FIG. 5 representa los resultados del analisis Biacore de la afinidad de unién a DLL4 humana, del anticuerpo de
doble diana segun la presente invencion.

FIG. 6 representa los resultados del analisis de citémetro de flujo de la afinidad de unién a DLL4 humana, del
anticuerpo de doble diana segun la presente invencion.

FIG. 7 representa los resultados del ensayo de proliferacion sobre HUVEC, del anticuerpo de doble diana segun
la presente invencion.

FIG. 8 representa los resultados del analisis FACS del fendmeno que el anticuerpo de doble diana segun la
presente invencién suprime de manera competitiva la uniéon de Notch-Fc a DLL4 humana.

FIG. 9 representa los resultados del ensayo de luminiscencia de la luciferasa del fendmeno que el anticuerpo de
doble diana segun la presente invencion suprime la activacion promotor por Notch-1.

FIG. 10 representa los resultados del analisis de transferencia Western del fendmeno que un incremento en el
dominio intracelular de Notch (NICD) se suprime mediante la activacion de Notch-1, en el momento de cultivar el
anticuerpo de doble diana segun la presente invencion y HUVEC en una placa de cultivo recubierta con hDLL4.
FIG. 11 representa los resultados del analisis de transferencia Western del fendmeno que un incremento en el
dominio intracelular de Notch (NICD) se suprime mediante la activacion de Notch-1, en el momento de cocultivo
del anticuerpo de doble diana segun la presente invencion y HUVEC en una linea celular 293 que expresa hDLL4.

[Mejor modo]

Siempre que no se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
tienen el mismo significado que entiende generalmente un experto en la técnica a la que pertenece la presente
invencion. En general, una nomenclatura usada en la presente memoria y los procedimientos experimentales que se
describen mas adelante son bien conocidos en el presente campo técnico y generalmente se usan.

En una realizacion para conseguir los objetos de la presente invencion, la presente invenciéon proporciona un
anticuerpo de doble diana que se dirige simultaneamente a VEGFR-2 y DLL4 comprendiendo un antagonista de DLL4,
el cual esta unido a un terminal de un anticuerpo que se une a VEGFR-2, en el que el anticuerpo que se une a VEGFR-
2 comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 1 a 3, y una regién variable de la cadena ligera que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4 a 6, en el que el antagonista de DLL4 es el 11°y 12° dominio
tipo EGF de unién a calcio de Notch1 humano, y en el que el antagonista de DLL4 esta unido al N-terminal de la region
variable de la cadena ligera del anticuerpo de uniéon a VEGFR-2.

Se confirmd que el anticuerpo de doble diana segun la presente invencion tiene un efecto de inhibir las enfermedades
causadas por angiogénesis, inhibiendo mas eficazmente la angiogénesis, y tiene una afinidad de unién a cada una de
las dianas VEGFR-2 y DLL4. Ademas, se confirmd a partir del experimento inhibidor de la proliferacion de HUVEC que
el anticuerpo de doble diana segun la presente invencion tiene excelente capacidad inhibitoria de la proliferacion de
HUVEC en comparacion con un anticuerpo sencillo que se dirige a solamente VEGFR-2, por ejemplo, Tanibirumab.

En la invencién, un término "anticuerpo de doble diana" significa un anticuerpo que tiene una afinidad de unién o
antagonismo a una o mas dianas, y significa que un anticuerpo en el que dos anticuerpos que tienen una afinidad de
union o antagonismo a diferentes dianas se unen uno u otro o un anticuerpo que tiene una afinidad de unioén a una
diana se une a un material que tiene antagonismo a la otra diana.

Ademas, en la presente invencion, un término "anticuerpo” incluye tanto anticuerpo policlonal como anticuerpo
monoclonal, en el que se puede usar un fragmento de una molécula de anticuerpo asi como una forma completa que
incluye dos cadenas ligeras que tienen la longitud completa y dos cadenas pesadas que tienen la longitud completa.
El fragmento de la molécula de anticuerpo significa un fragmento que necesariamente posee una funcion de unioén a
antigeno e incluye una cadena sencilla, Fv(scFv), Fab, F(ab’), F(ab')., un dominio Unico, y similares.

Preferentemente, el anticuerpo de doble diana segun la divulgacion tiene una forma en la que un anticuerpo que es
especifico a un factor de angiogénesis o un receptor para tal factor de angiogénesis se une a un antagonista de
angiogénesis, es decir, un antagonista a un factor de angiogénesis o un receptor para tal factor de angiogénesis.

En el anticuerpo de doble diana segun la divulgacion, el anticuerpo especificamente unido a VEGFR-2 es util sin
limitacion siempre y cuando sea un anticuerpo que se una al VEGFR-2 para inhibir la sefializacion VEGF/VEGFR-2,
preferentemente, Tanibirumab o Bevacizumab, o variantes de los mismos, pero la presente invencion no se limita a
las mismas.

Ademas, el antagonista de DLL4 es util sin limitacion siempre y cuando sea una sustancia que tenga propiedad de
inhibicion de la sefalizacion DLL4/Notch1, particularmente, se prefiere un receptor soluble del cual se suprime un
dominio celular de Notch1, pero la presente invencidon no se limita a las mismas. Mas preferentemente, como
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antagonista de DLL4, se pueden usar particularmente el 11° y el 12° dominio tipo EGF de un receptor Notch1 a DLL4
(en lo sucesivo referido en el presente documento como "sefiuelo minimo de notch1").

La presente descripcion desvela que es posible que el antagonista de DLL4 esté unido a un N-terminal o C-terminal,
o similares, de una cadena pesada o una cadena ligera del anticuerpo especificamente unido a VEGFR-2 sin limitacion,
se puede unir a un N-terminal de la cadena pesada o la cadena ligera, o a un N-terminal de la cadena ligera. De
acuerdo con una realizacion de la invencion, el antagonista de DLL4 esta unido al N-terminal de la region variable de
la cadena ligera del anticuerpo que se une a VEGFR-2.

El anticuerpo de doble diana mas preferido referido como PMC-201 proporcionado en la presente invencion tiene una
forma en la que el antagonista de DLL4, en particular, el sefiuelo minimo de Notch1 a DLL4 esta ligado al terminal, en
particular, el N-terminal de la cadena ligera, del anticuerpo especificamente unido a VEGFR-2. Ademas se describe
que el anticuerpo especifico a VEGFR-2 es Tanibirumab y sus variantes.

La "angiogénesis" de la presente invencion significa un fenémeno celular en el que las células endoteliales vasculares
se proliferan y reconstituyen para formar un nuevo vaso sanguineo a partir de la red de vaso sanguineo existente. Los
factores de angiogénesis que fomentan la generacion del vaso sanguineo, el crecimiento de célula endotelial, la
estabilidad del vaso sanguineo, y la formacién de vaso sanguineo estan implicados en la angiogénesis. Los factores
de angiogénesis incluyen los miembros del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la familia de VEGF, la
familia del factor de crecimiento placentario (PIGF), la familia del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
DLL4, la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el ligando de TIE (angiopoyetina), efrina, Del-1, factor
de crecimiento de fibroblasto (acido (aFGF) y basico (bFGF)), folistatina, factor estimulante de colonia de granulocito
(G-CSF), factor de crecimiento de hepatocito (HGF)/factor de dispersion (SF), interleuquina-8 (IL-8), leptina, midkina,
factor de crecimiento placentario, factor de crecimiento de célula endotelial derivada de plaquetas (PD-ECGF), factor
de crecimiento derivado de plaquetas, en particular, PDGF-BB o PDGFR-beta, pleiotrofina (PTN), progranulina,
proliferina, factor de crecimiento transformante alfa (TGF-alfa), factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta),
factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)/factor de permeacion
vascular (VPF), y similares, pero no esta particularmente limitado a los mismos.

Un término: "antagonista de angiogénesis" de la presente divulgacion significa un material de bajo peso molecular,
polinucledtido, polipéptido, proteina aislada, proteina recombinante, anticuerpo, o un conjugado del mismo para un
anticuerpo de doble diana, el cual inhibe directa o indirectamente la generacion del vaso sanguineo, la formacion de
vaso sanguineo, o la permeabilidad indeseable del vaso sanguineo. Ademas, el inhibidor de angiogénesis incluye un
material que se une al factor de angiogénesis o un receptor del mismo para impedir que se active la angiogénesis. Por
ejemplo, el inhibidor de angiogénesis incluye anticuerpos u otros antagonistas a agentes de angiogénesis tales como
VEGF-A o un receptor soluble de VEGF-A (por ejemplo, un receptor KDR soluble o un receptor soluble Flt-1), VEGF-
trap, angiopoyetina 2, sefiuelo del receptor soluble Notch1, o fragmentos que mantienen la afinidad de union a los
ligandos de sus materiales, pero la presente invencion no se limita a las mismas.

Como se ha descrito anteriormente, preferentemente, la presente invencién proporciona el anticuerpo de doble diana
en la forma de un anticuerpo de diana doble que se dirige a VEGFR-2 y DLL4 que comprende un antagonista de DLL4,
el cual esta unido a un terminal de un anticuerpo que se une a VEGFR-2, en el que el anticuerpo que se une a VEGFR-
2 comprende una regioén variable de la cadena pesada que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 1 a 3, y una regién variable de la cadena ligera que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4 a 6, en el que el antagonista de DLL4 es el 11°y 12° dominio
tipo EGF de unidn a calcio de Notch1 humano, y en el que el antagonista de DLL4 esta unido al N-terminal de la region
variable de la cadena ligera del anticuerpo de uniéon a VEGFR-2.

En particular, el anticuerpo especifico a VEGFR-2 preferentemente consiste en una regién variable de la cadena
pesada de la SEQ ID NO: 1 y una region variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 4, una region variable de la
cadena pesada de la SEQ ID NO: 2 y una region variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 5, o unaregion variable
de la cadena pesada de la SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 6. La presente
descripcion también desvela un anticuerpo especifico a VEGFR-2 que incluye ademas la region constante en la region
variable. Se desvelan ademas fragmentos o modificaciones de aminoacidos del anticuerpo especifico a VEGFR-2
siempre y cuando se posea la afinidad de unién a VEGFR-2.
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[Tabla 1]
Secuencias de Hv y Lv del anticuerpo que se une a VEGFR-2 segun la presente invencion
SEQ ID |Anticuerpo Secuencias
NO.
1 Region variable de la AQPAMAQMQL VQSGAEVKKP GASVKLSCKA
cadena pesada
SGYTEFSSYWM HWVRQAPGQR LEWMGEINPG
NGHTNYNEKF KSRVTITVDK SASTAYMELS
SLRSEDTAVY YCAKIWGPSL TSPFDYWGQG TL
2 Region variable de la
cadena pesada OMQLVQSGAE VKKPGASVKL SCKASGYTFS
SYWMHWVRQA PGQRLEWMGE INPGNGHTNY
NEKFKSRVTI TVDKSASTAY MELSSLRSED
TAVYYCAKIW GPSLTSPFDY WGQGTL
3 Region variable de la
cadena pesada OMQOLVQSGAE VKKPGASVKL SCKASGYTFS
SYWMHWVRQA PGQRLEWMGE INPGNGHTNY
NEKFKSRVTI TVDKSASTAY MELSSLRSED
TAVYYCAKIW GPSLTSPFDY WGQGTL
4 Regién variable de la| 5GyGSNFMLT QPPSVSVSPG KTARITCRGD
cadena ligera
NLGDVNVHWY QORPGQAPVL VMYYDADRPS
GIPERFSGSN SGNTATLTIS GVEAGDEADY
YCQVWDRTSE YVFGTGTKVT VLG
5 Region variable de la| NFMLTQPPSV SVSPGKTARI TCRGDNLGDV
cadena ligera
NVHWYQQRPG QAPVLVMYYD ADRPSGIPER
FSGSNSGNTA TLTISGVEAG DEADYYCQVW
DRTSEYVFEFGT GTKVTVLG
6 Region variable de la
cadena ligera NEFMLTQPPSV SVSPGKTARI TCRGDNLGDV
NVHWYQQRPG QAPVLVMYYD ADRPSGIPER
FSGSNSGNTA TLTISGVEAG DEADYYCQVW
DRTSEYVFGT GTKVEIKRT

Ademas, el sefiuelo minimo de Notch1 para DLL4 segun la presente invencidon preferentemente consiste en una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7. Sin embargo, También es obvio para los expertos en la técnica que
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siempre y cuando se mantenga un antagonismo a DLL4, también se incluyen en el ambito de la presente invencion
variantes que tienen variaciones, delecién, e insercion de aminoacidos.

En el anticuerpo de doble diana segun la invencion, el anticuerpo que se une especificamente a VEGFR-2 y el
antagonista de DLL4 pueden estar ligados uno con otro mediante diversos procedimientos tales como la unioén por un
conector, uniéon quimicamente directa, fusién genética, y similares. Preferentemente, el anticuerpo y el antagonista
pueden estar ligados por la uniéon por el conector, mas preferentemente, por un conector de aminoacido. El conector
de aminoacido preferible segun la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8.

Tabla 2
Secuencias de aminoacidos del sefiuelo minimo de Notch1 y el conector de aminoacido segtn la presente
invencion
SEQ ID |Detalles secuencias
NO.
7 11°y 12° dominio tipo EGF| DYDECSLGAN PCEHAGKCIN TLGSFECQCL
del receptor Notch1
QGYTGPRCEI DVNECVSNPC OQONDATCLDQI
GEFQCICMPG YEGVHCE
8 conector de aminoacido SGGGGSGGGGSGS

Por lo tanto, una cadena ligera-un conector de aminoacido-proteina sefiuelo minimo de Notch1 del anticuerpo de doble
diana en el que el sefiuelo minimo de Notch1 a DLL4 esta ligado al N-terminal de la cadena ligera del anticuerpo de
doble diana segun la presente invencion, por el conector de aminoacido tiene una secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID NO: 10.

Tabla 3 Secuencias de aminoacidos de una estructura que comprende la region variable de la cadena ligera
del anticuerpo de doble diana segun la presente invencion, en la que el sefiuelo minimo de Notch1 esta
unido a la misma

SEQ ID | Secuencias

NO.

° DVDECSLGAN PCEHAGKCIN TLGSFECQCL QGYTGPRCEI
DVNECVSNPC ONDATCLDQI GEFQCICMPG YEGVHCESGG
GGSGGGGSGS NEFMLTQPPSV SVSPGKTARI TCRGDNLGDV
NVHWYQORPG QAPVLVMYYD ADRPSGIPER FSGSNSGNTA
TLTISGVEAG DEADYYCQVW DRTSEYVEGT GTKVTVLG

10 DVDECSLGAN PCEHAGKCIN TLGSFECQCL QGYTGPRCEI
DVNECVSNPC ONDATCLDQI GEFQCICMPG YEGVHCESGG
GGSGGGGSGS NEFMLTQPPSV SVSPGKTARI TCRGDNLGDV
NVHWYQQRPG QAPVLVMYYD ADRPSGIPER FSGSNSGNTA

TLTISGVEAG DEADYYCQVW DRTSEYVEGT GTKVEIKRT

(las secuencias del conector de aminoacido estan subrayadas)

Ademas, la presente invencién proporciona secuencias de polinucledétidos que codifican el anticuerpo de doble diana
y un vector recombinante que incluye las mismas.

La secuencia de polinucledtidos que codifica el anticuerpo de doble diana se puede derivar facilmente de las
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secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 a 10 por los expertos en la técnica. Ademas, la secuencia lider
codificante de polinucleétidos se deja que se coloque en el N-terminal del anticuerpo de doble diana, lo cual es util en
la produccién del anticuerpo de doble diana segun la presente invencion.

Un término: "vector recombinante" en la presente invencién es un vector de expresion capaz de expresar una proteina
diana en una célula hospedadora apropiada, e indica una construccién génica que incluye los elementos controladores
esenciales ligados de manera operativa uno a otro para expresar los insertos génicos.

Un término: "ligado de manera operativa" en la presente invencion significa que las secuencias de regulacion de la
expresion del acido nucleico y las secuencias de acido nucleico que codifican la proteina diana estan ligadas de
manera funcional una con otra para realizar las funciones generales. Un enlace operable con el vector recombinante
se puede llevar a cabo usando tecnologias recombinantes de gen bien conocidas en la técnica, y la escision de ADN
especifica a sitio y el enlace se pueden llevar a cabo faciimente usando enzimas generalmente conocidas en la técnica.

Los vectores de expresion apropiados de la presente invencién pueden incluir secuencia sefial para la direccion de
membrana o secrecién ademas de elementos de control de la expresién tales como promotor, un codén de iniciacion,
un codon de terminacion, sefial de poliadenilacion y un potenciador. El codén de iniciacion y el codon de terminacion
generalmente se consideran como partes de las secuencias de nucleétidos que codifican una proteina diana
inmunoldgica, y cuando se administra una construccion génica, la funcion se deberia mostrar en un sujeto inyectado
y deberia estar en la estructura con las secuencias codificantes. Un promotor general puede ser constitutivo o
inducible. Las células procariotas tienen promotores de lac, tac, T3 y T7, pero la presente invencion no se limita a los
mismos. Las células eucariotas tienen el promotor de virus 40 de mono (SV40), el promotor del virus del tumor mamario
de ratén (MMTV), el promotor del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), por ejemplo, el promotor de las
repeticiones terminales largas (LTR) de VIH, el promotor del virus Moloney, el promotor de citomegalovirus (CMV), el
promotor del virus de epstein barr (EBV), el promotor del virus del sarcoma de rous (RSV), y también tiene el promotor
de la B-actina, los promotores derivados de hemoglobina humana, creatina de mdsculo humano, metalotioneina
humana, pero la presente invencién no se limita a las mismas.

El vector de expresion puede incluir un marcador selectivo para la selecciéon de una célula hospedadora que contiene
un vector. El marcador selectivo es para investigar una célula transformada con el vector, en la que se pueden usar
los marcadores que proporcionan un fenotipo marcador seleccionable tal como resistencia a farmaco, auxotrofia,
resistencia a un agente citotdxico, o expresion de una proteina de superficie. Puesto que Unicamente las células que
expresan el marcador seleccionable sobreviven en el ambiente tratado con el agente selectivo, es posible seleccionar
una célula transformada. Ademas, en el caso en el que el vector es un vector de expresion replicable, el vector puede
incluir un origen de replicacion que es una secuencia de acidos nucleicos especifica que inicia la replicacion.

Como vector de expresion recombinante para la insercion de genes extrafios, se pueden usar diversos vectores tales
como plasmido, virus, cosmido, y similares. El vector recombinante no esta especificamente limitado en vista de un
tipo siempre y cuando exprese el gen deseado en diversas células hospedadoras de células procariotas y células
eucariotas, y produce la proteina deseada; sin embargo, se prefiere un vector capaz de poseer fuerte expresion con
el promotor que presenta fuerte actividad mientras produce en masa la proteina extrafia en una forma similar a un
estado natural.

Para expresar el anticuerpo de doble diana segun la presente invencion, se pueden usar diversas combinaciones
hospedador/vector de expresion. Ejemplos de un vector de expresion que es apropiado para el hospedador eucariota
incluyen las secuencias reguladoras de expresion derivadas de SV40, virus del papiloma bovino, adenovirus, virus
adenoasociado, citomegalovirus, y retrovirus, pero la presente invencion no se limita a las mismas. El vector de
expresion util en un hospedador bacteriano incluye plasmidos bacterianos obtenidos de Escherichia coli, tal como pET,
pRSET, pBluescript, pGEX2T, vector pUC, col E1, pCR1, pBR322, pMB9 y derivados de los mismos, plasmido que
tiene un intervalo grande de hospedador, tal como RP4, ADN fago que incluye significativamente diversos derivados
de fago lambda tal como gt10, gt11, NM989 y otros ADN fagos tales como M13 y ADN fago de cadena sencilla
filamentoso. Un vector de expresion util para una célula de levadura es 2 plasmido y derivados del mismo. Un vector
util para una célula de insecto es pVL941.

Segun ofra realizacién de la presente invencion, la presente invencion también proporciona una célula hospedadora
transformada con el vector recombinante. El vector recombinante se inserta en la célula hospedadora para formar un
transformante. Las células hospedadoras apropiadas del vector pueden incluir una célula procariota tal como
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces sp., Pseudomonas sp., Proteus mirabilis o Staphylococcus sp.
Ademas, la célula hospedadora puede ser una célula eucariota incluyendo hongos tales como Aspergillus sp., levadura
tal como Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces sp. y Neurospora crassa, y otras células
eucariotas inferiores y células eucariotas superiores de un insecto. Ademas, las células hospedadoras pueden ser
derivadas de plantas y mamiferos. Preferentemente, estan disponibles una célula de rifion de mono 7 (COS7), una
célula NSO, SP2/0, una célula de ovario de hamster chino (CHO), W138, una célula de rifidén de cria de hamster (BHK),
MDCK, linea de célula de mieloma, célula HuT 78 y célula HEK293, y similares, pero la presente invencion no se limita
a las mismas. En particular, se prefiere una célula CHO.

Un término "transformacién en una célula hospedadora" en la presente invencion puede incluir cualquier procedimiento
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en el que los acidos nucleicos estan introducidos en un organismo, una célula, un tejido, o un 6rgano, y se puede
realizar seleccionando tecnologia convencional apropiada dependiendo de la célula hospedadora como se conoce en
la técnica. El procedimiento para la transformacion incluye electroporacion, fusion de protoplastos, precipitacion de
fosfato de calcio (CaPO.), deposicion de cloruro de calcio (CaCly), agitacion con fibras de carburo de silicio,
transformacion mediada por Agrobacterium, transformacion mediada por polietilenglicol (PEG), polietilenimina (PEI),
sulfato de dextrano, lipofectamina y sequedad/inhibicién; sin embargo, la presente invencion no se limita a los mismos.

Segun otra realizacion de la presente invencion, la presente invencién proporciona un procedimiento de produccion
del anticuerpo de doble diana segun la presente invencion, incluyendo cultivar células hospedadoras transformadas
con el vector recombinante.

El anticuerpo de doble diana segun la invencion preferentemente se obtiene mediante la expresion y la purificacion
por un procedimiento recombinante génico. Especificamente, la secuencia de gen que codifica una region variable de
la cadena pesada o una region entera de la cadena pesada del anticuerpo y la secuencia de gen que codifica una
region variable de la cadena ligera o una region entera de la cadena ligera se puede expresar en un vector Unico o en
dos vectores, por separado, en el que el conector de aminoacido y/o la secuencia génica que codifica el antagonista
de DLL4 pueden estar ligados a un sitio que corresponde el N-terminal de la cadena pesada o la cadena ligera para
inducir la expresion en un sistema de expresion celular, produciendo de ese modo el anticuerpo de doble diana segun
la presente invencion, pero la presente invencion no se limita a las mismas.

Especificamente, el procedimiento de produccién del anticuerpo de doble diana puede incluir: producir un vector
recombinante insertando secuencias de nucleétidos que codifican el anticuerpo de doble diana de la presente
invencion en un vector; transformar el vector recombinante en una célula hospedadora y cultivar el transformante; y
aislar y purificar el anticuerpo de doble diana a partir del transformante incubado.

Mas especificamente, el anticuerpo de doble diana se puede producir en masa cultivando el transformante que tiene
el vector recombinante expresado en un medio nutriente, en el que el medio y la condicion de incubacion se pueden
seleccionar apropiadamente dependiendo de una célula hospedadora. Condiciones tales como temperatura, pH del
medio, tiempo de incubacion y similares, se pueden controlar apropiadamente para ser apropiadas para el crecimiento
y el desarrollo de las células y la produccion en masa de la proteina en el momento de cultivar.

El péptido o la proteina producida de manera recombinante como se ha descrito anteriormente se puede recuperar
del medio o de la degradacion celular. En el caso de un tipo acoplado a membrana, el péptido o la proteina se puede
aislar de la membrana usando una solucién tensioactiva apropiada (por ejemplo: tritone-X 100) o escisidon enzimatica.
Las células usadas en la expresion del anticuerpo de doble diana se pueden destruir por diversos medios fisicos o
quimicos tales como purificacion por congelacion-descongelacion, tratamiento soénico, dafio mecanico y agente de
descomposicion celular, y se pueden aislar y purificar por tecnologia de aislamiento bioquimico general (Sambrook y
col., "Molecular Cloning: A laborarory Manual", 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989); Deuscher, M.,
"Guide to Protein Purification Methods Enzymology", Vol. 182. Academic Press. Inc., San Diego, CA(1990)). Estan
disponibles la electroforesis, la centrifugacion, la filtracion en gel, la precipitacion, la didlisis, la cromatografia
(cromatografia de intercambio de iones, cromatografia de afinidad, cromatografia inmunoabsorbente, cromatografia
de exclusién por tamanio, y similares), el enfoque isoeléctrico, y diversos cambios y procedimientos complejos, pero la
presente invencién no se limita a las mismas.

Segun ofra realizacién de la presente divulgacion, la presente invencién proporciona una composicion para inhibir la
angiogénesis o tratar el cancer, la composicion que incluye el anticuerpo de doble diana. Un término "anti-cancer" en
la presente invencion incluye "prevencion” y "tratamiento”; en el que "prevencion” significa todos los comportamientos
en los que el cancer se inhibe o retrasa mediante la inyeccion de la composicion que contiene los anticuerpos de la
presente invencion, y "tratamiento" significa todos los comportamientos en los que los sintomas del cancer se mejoran
o cambian de una manera ventajosa mediante la inyeccion de la composicion que contiene los anticuerpos de la
presente invencion.

Los canceres o tumores capaces de ser tratados por la composicién de la presente invenciéon no estan particularmente
limitados, pero incluyen tumor sélido y cancer de la sangre. Preferentemente, ejemplos de cancer incluyen cancer de
colén, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de higado,
cancer bronquial, cancer nasofaringeo, cancer de laringe, cancer pancreatico, cancer de vejiga, cancer de pancreas,
cancer de cuello de utero, cancer de cerebro, cancer de préstata, cancer de huesos, el cancer de piel, cancer de
tiroides, cancer paratiroideo, cancer de rifién, cancer esofagico, cancer de conductos biliares, cancer de testiculos,
cancer rectal, cancer de cabeza y cuello, cancer de cuello de utero, cancer de uréter, osteosarcoma, neurocitoma,
melanoma, fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, astrocitoma, neuroblastoma, neuroglioma y similares.

La composicién anti-cancer de la presente invencién puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Para la administracion oral, se pueden usar un aglutinante, un lubricante, un desintegrante, un excipiente, un
solubilizante, un dispersante, un estabilizante, un agente de suspensién, pigmento, aromatizante, y similares. Para
una inyeccion, se pueden mezclar para ser usados un agente tampon, un conservante, un lenitivo, un agente
solubilizante, un agente isoténico, un estabilizante. Para la administracion topica, se pueden usar una sustancia basica,
un excipiente, un lubricante, un conservante, y similares. La composicion farmacéutica de la presente invencion se
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puede mezclar con el vehiculo farmacéuticamente aceptable anteriormente descrito para tener diversas formulaciones.
Por ejemplo, para administracion oral, la formulacion se puede formar como comprimidos, trociscos, capsulas, elixir,
suspension, jarabe, oblea y similares. Para inyeccion, la formulacion se puede preparar en una Unica ampolla de dosis
unitaria o en una forma de dosificacién multiple. Ademas, la composicién anti-cancer normalmente puede incluir un
tensioactivo que facilita el movimiento incluyendo el paso a través de las membranas. Ejemplos del tensioactivo
incluyen materiales derivados de esteroides, lipidos catiénicos tales como cloruro de N-[1-(2,3-dioleoil)propil-N,N,N-
trimetilamonio (DOTMA), diversos compuestos tales como hemisuccinato de colesterol, fosfatidil glicerol y similares.

Segun ofra realizacion de la presente invencion, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
su uso en un procedimiento de tratamiento de cancer e inhibicién del crecimiento del cancer administrando el
anticuerpo de doble diana o la composiciéon que contiene el anticuerpo de doble diana de la presente invencién a un
sujeto. La composicion que contiene el anticuerpo de doble diana segun la presente invencion se puede administrar
en una cantidad farmacéuticamente eficaz para tratar la célula cancerosa o su metastasis o para inhibir el crecimiento
del cancer. La cantidad de administracion puede variar segun diversos factores tales como tipo de cancer, edad y peso
corporal de un paciente, caracteristicas y gravedad de los sintomas, tipos del presente tratamiento, el nUmero de
tratamientos, tipo de administracion y via, y similares, y se pueden determinar facilmente por los expertos en la técnica
correspondiente. La composicion de la presente invencion se puede administrar junto con los ingredientes
farmacologicos y fisiolégicos anteriormente descritos, o se pueden administrar secuencialmente. Ademas, la
composicion de la presente invencion se puede administrar en combinacion con el agente terapéutico convencional
adicional, y se puede administrar secuencialmente o simultaneamente con los agentes terapéuticos convencionales.
La administracién puede ser una administracién Gnica o multiple. Es importante administrar una cantidad a la cual se
obtiene el efecto maximo con una cantidad minima sin efectos secundarios en consideracion con todos los factores
anteriormente descritos, y puede ser faciimente determinada por los expertos en la técnica.

En la presente invencion, un término "sujeto” significa un mamifero que padece de una afeccion o trastorno que hay
que aliviar, inhibir o tratar, o con dicho riesgo, administrando el anticuerpo de doble diana segun la presente invencion,
preferentemente, un ser humano.

En la presente invencion, un término "administracion” significa una introduccion de un material predeterminado en un
sujeto mediante cualquier procedimiento apropiado, en el que la composicion que contiene el anticuerpo de doble
diana de la presente invencion se puede administrar por cualquier via general siempre y cuando la composicion llegue
a un tejido deseado. Se puede usar administracion intraperitoneal, administracion intravenosa, administracion
intramuscular, administracion subcutanea, administracion intradérmica, administracion oral, administracion tépica,
administracion intranasal, administracién intrapulmonar, administracién intrarrectal, pero la presente invencién no se
limita a las mismas. Sin embargo, puesto que la proteina se digiere en el caso de la administracion oral, se prefiere
que se proporcione una composicion oral mediante el recubrimiento de un agente activo sobre la misma o que se
formule para proteger la composicion de ser digerida en el estdmago. Ademas, la composicion farmacéutica se puede
administrar mediante cualquier aparato en el que un agente activo es movible a una célula diana.

Ademas, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de medicién de la eficacia antagonista de DLL4 del
anticuerpo de doble diana, incluyendo el procedimiento que mide la actividad de Notch 1 mediante el cocultivo de una
linea celular que expresa DLL4 humana (hDLL4) o una linea celular recombinante con células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVEC).

En la presente divulgacion, la actividad de Notch 1 se caracteriza midiendo una cantidad de expresion de NICD, y
cuando el ligando de Notch se une al receptor Notch, en primer lugar se activa una metaloproteasa ADAM para escindir
un sitio proximal exterior de la membrana celular del receptor Notch y, a continuacion, se activa un complejo gamma-
secretasa para escindir un sitio proximal interno de la membrana celular del receptor Notch, de modo que el dominio
intracelular de Notch (NICD) se aisla y migra dentro del nucleo. NICD se une a un factor de transcripcion RBPJ/CSL
para inducir la expresion de los genes diana de Notch tal como proteinas hélice-bucle-hélice basicas incluyendo Hes

y Hey.

La medicion de la cantidad de expresion de NICD se realiza mediante un procedimiento seleccionado del grupo que
consiste en SDS-PAGE, transferencia Western, tincion inmunohistoquimica, inmunotincién, inmunofluorescencia,
ensayo ELISA (medidas directas), y ensayo de luciferasa (medida indirecta), pero se puede realizar por cualquier
procedimiento conocido para medir la expresion de proteina en la técnica sin limitacion. En la presente divulgacion, la
cantidad de expresion de NICD se midié preferentemente por transferencia Western.

Especificamente, el cocultivo de la linea celular que expresa DLL4 humana (hDLL4) o la linea celular recombinante
con HUVEC se puede realizar incluyendo las etapas de (a) cultivar HUVEC; y (b) hacer reaccionar la linea celular 293
que sobreexpresa hDLL4 (293-hDLL4) y el anticuerpo de doble diana y realizar el tratamiento en la HUVEC cultivada
en la etapa (a) para conseguir el cocultivo. Se confirmé que la cantidad de expresion de NICD mostrada por la
activacion de Notch-1 se redujo por el anticuerpo de doble diana PMC-201 mediante el procedimiento de cocultivo en
los Ejemplos de la presente invencion.

Ademas, segun el procedimiento para medir la eficacia antagonista de hDLL4 del anticuerpo de doble diana que se
caracteriza por que la actividad de Notch 1 se mide por la cantidad de expresion de NICD, la actividad del promotor
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de NICD se puede medir con la cantidad de NICD usando un procedimiento del ensayo de luciferasa, y la eficacia
antagonista de hDLL4 del anticuerpo de doble diana se puede medir tratando y cultivando la HUVEC y el anticuerpo
de doble diana PMC-201 en placas recubiertas con hDLL4 y midiendo la cantidad de NICD en la HUVEC, como se
confirma en otros Ejemplos de la presente invencion.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describira con mas detalle en referencia a los
siguientes Ejemplos. Sin embargo, los siguientes ejemplos se proporcionan solamente para ilustrar la presente
invencion, y sera obvio para los expertos de la técnica que no se interpreta el ambito de la presente invencion esta
limitado por estos ejemplos.

Ejemplo 1 Produccion del vector de expresion para la produccion temporal del anticuerpo de doble diana PMC-
201

El ADN que codifica el sefiuelo minimo de Notch1 (dominios tipo EGF de union a calcio 11y 12 de un Notch1) unido
a hDLL4 se obtuvo mediante la sintesis génica (incluyendo optimizacion génica, GeneArt, Alemania) después de
identificar las secuencias de bases de aminoacidos (FIG. 1y SEQ ID NO: 7) del correspondiente dominio.

Secuencias de bases de 77 aminoacidos se clonaron con el N-terminal de la cadena ligera del vector de expresion de
Tanibirumab (véase TTACO0001 desvelado en la solicitud de patente internacional N.° PCT/KR07/003077), usando un
conector G4S (S GGGG SGGGGS GS) que consiste en 13 aminoacidos para producir un vector de expresion del
anticuerpo de doble diana PMC-201 con expresion optimizada en la linea celular 293-T (ATCC, CRL-11268 ™) (FIG.
2). El vector recombinante confirmado se denominé "PMC-201-v213".

Ejemplo 2: Produccion e identificacion del anticuerpo de doble diana PMC-201

Se indujo la expresion aleatoria del vector de expresion completado PMC-201-v213 en una célula 293T mediante
transduccion, y se confirmé la ocurrencia de la expresion por SDS-PAGE vy transferencia Western. La transduccion se
uso mediante lipofectamine™ 2000 (Invitrogen N.° 11668-019, EE.UU.), y se siguid por la instruccion del fabricante.
En resumen, se inocularon 5 x 105 células 293T por pocillo en placas de 6 pocillos que contenian medio aMEM
(Welgene, Republica de Corea) y, a continuacion, se dejaron reposar en incubadora humidificado de CO» (5 %) a 37
°C durante 24 horas, consiguiendo de ese modo cultivo denso que tenia una densidad celular de aproximadamente
80 % a 90 %. Se diluyeron 2 ug del vector recombinante (PMC-201-v213) y 6 pl de lipofectamin™ 2000 en 250 pl de
medios aMEM libres de suero, respectivamente, y se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Se mezcld una solucion en dilucién de ADN con solucién en dilucion de lipofectamin™ 2000 y se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante 20 minutos, para formar el complejo de ADN- lipofectamin™ 2000. Después el medio
existente se separd de la célula incubada, se afiadieron 500 pl del complejo ADN-lipofectamin™ 2000 y 500 pl de
medio aMEM libre de suero a cada pocillo, y se incubd en un incubadora de CO, a 37 °C durante 6 horas. Se afiadio
al mismo 1 ml de medio aMEM que contenia 20 % de suero fetal bovino dializado y se incubd durante 48-72 horas.
Después, solamente se separd el sobrenadante, y se confirmé por SDS-PAGE si el anticuerpo se expresaba o no. El
SDS-PAGE se realizé6 mediante procedimientos conocidos en la técnica, y se usaron muestras tal como sigue: gel de
12 % SDS-poliacrilamida, membrana de PVDF (Millipore N.° IPVH00010, EE. UU.), anticuerpo anti-lgG(kappa)
humana de cabra conjugado con HRP, y el anticuerpo anti-lgG(Fc) humana de cabra conjugado con HRP (Pierce,
EE.UU).

Como resultado, se confirmo por SDS-PAGE vy transferencia Western que el anticuerpo de doble diana PMC-201 se
expresaba, y se obtuvieron anticuerpos purificados que tenian pureza del 95 % o mas por cromatografia liquida de
proteina rapida (FPLC) usando columna de afinidad de Proteina A, columna de SP-sefarosa, y columna de exclusion
por tamafio (FIG. 3).

Ejemplo 3: Ensayo de afinidad de unién del anticuerpo de doble diana PMC-201

3-1: Ensayo de afinidad de uniéon a VEGFR-2 y hDLL4

Se realizé un ensayo de afinidad de unién que confirmaba si el anticuerpo de doble diana PMC-201 se unia o no a
VEGFR-2 y hDLL4 usando ELISA. 1 ug/ml de los dominios extracelulares 1 a 3 de VEGFR-2 (en lo sucesivo referido
en el presente documento como VEGFR-2 ECD) y DLL4 se dividieron cada uno y se recubrieron en una placa de 96
pocillos a temperatura ambiente durante 2 horas, y se realiz6 una reaccion de bloqueo a temperatura ambiente durante
2 horas, usando leche desnatada al 2 %/PBS.

Después las placas tras terminar el bloqueo se lavaron con PBS, se afiadieron Tanibirumab y PMC-201 previamente
preparados a diversas concentraciones (0,18 a 3.000 ng/ml) a temperatura ambiente a pocillos recubiertos con
VEGFR-2 ECD o hDLL4, y se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que se
completara la reaccion, el producto se lavo con PBS y, a continuacion, se afiadio dilucion 1:2.000 de anticuerpo anti-
IgG humana de cabra conjugado con HRP (Pierce, EE.UU.) como un anticuerpo secundario y se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se indujo una reaccion colorimétrica por el reactivo de sustrato TMB (BD
Biosciences N.° 555214, EE.UU.) y se par¢ afiadiendo 50 pl de solucion de acido sulfdrico 2N (H2SO4). La medida de
la reaccion colorimétrica se realizd a absorbancia de 450 nm y 650 nm usando un lector de microplaca (Tecan, Suiza).

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2744267 T3

Como resultado, se confirmé que Tanibirumab y PMC-201 tenian afinidad de unién similar en VEGFR-2; sin embargo,
se confirmé que solamente el PMC-201 tenia afinidad de unién similar en hDLL4 (FIG. 4).

3-2: Analisis de afinidad de PMC-201 y DLL4 humana

Para calcular la Kd (constante de disociacion) de PMC-201 a DLL4 humana, se us6 BIACORE® 3000 (GE Healthcare),
y se uso chip CM5. La constante de disociacion es similar al valor de Km, y se us6 como indice de afinidad de una
enzima a un sustrato en un complejo de enzima-sustrato. La afinidad entre la enzima y el sustrato se incrementa
cuando se disminuye la constante de disociacion.

La muestra se inmovilizé usando EDC (N-etil-N’-(dimetilaminopropil) Carbodiimida) 400 mM, se diluyeron NHS (N-
Hidroxisuccinimida) 100 mM, y clorhidrato de etanolamina 1 M (pH 8,5) que son un kit de acoplamiento de amina (GE
Healhcare), e hidroxido de sodio 20 mM como tampdén de generacion, y 1XPBS como tampdn de inmovilizacion y, a
continuacion, la muestra de analisis se diluyd 1:40 en acetato 10 mM (pH 5,0) (GE Healhcare). La muestra se inmovilizé
a 4000 UR (Unidad de respuesta). Un tampon para medir la adsorcion de la muestra de analisis era un tampoén HBS-
EP (GE Healthcare). Se diluyeron en serie DLL4 que tenian concentraciones de medida de 4,9, 9,7, 19,5, 39,1, 78,1,
156,3, 312,5 nM como antigeno para tener un volumen final de 200 pl usando un tampén HBS-EP. Se seleccionaron
cinco concentraciones de siete concentraciones y se ajustaron. Se selecciond una concentracion del tampon de
generacion usado mediante la confirmacion con aproximadamente 10 % mas de una linea base usando hidroxido de
sodio, después la muestra (156,3 nM) se someti6 a una etapa de unién y una etapa de disociacion para experimento
preliminar antes del analisis real. La afinidad de la muestra de analisis se midié bajo condiciones en las que una tasa
de flujo del andlisis era de 30 pl/min, una seccién de unién era de 60 segundos, y una disociacion era de 300 segundos.

Como resultado del analisis de la afinidad para cada lote, se confirmé cada afinidad en PMC-201 y Notch-1 Fc, y el
anticuerpo de doble diana PMC-201 de la presente invencion tenia afinidad en comparacion con Notch-1 Fc (FIG. 5).

3-3: Medida de la afinidad de unién de hDLL4 y PMC-201 expresada sobre |a superficie celular

Se usaron ELISA y Biacore para medir la afinidad de uniéon de PMC-201 a hDLL4 inmovilizada en una fase sélida, se
realizé analisis FACS para confirmar si PMC-201 se unia o no a hDLL4 expresada sobre la superficie celular (FIG. 6).

En primer lugar, para producir el conjunto 293 y una linea celular que expresa hDLL4 (secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 12), la secuencia codificante de hDLL4 (secuencia SEQ ID NO: 11) en la que se realizé la optimizacion del gen
se clond en las posiciones BamHI y EcoRI de la enzima de restriccion de pcDNA3.1 (+) por Geneoptimizer de GeneArt
para construir pcDNA-hDLL4. Después, el vector pcDNA-hDLL4 se sometié a transduccion en células 293. La
transduccion se us6 utilizando lipofectamine™ 2000 (Invitrogen N.° 11668-019, EE.UU.), y se sigui6 por la instruccion
del fabricante. En resumen, se inocularon 1 x 10° células 293 en placas de pocillos de 100 mm que contenian medio
aMEM (Welgene, Republica de Corea) y, a continuacion, se incubaron en incubadora humidificada de CO2 (5 %) a 37
°C durante 24 horas para tener densidad celular de aproximadamente 20 %. Se diluyeron 16 pg del vector (DLL4
pcDNAS3.1) y 40 pl de lipofectamin™ 2000 en 1 ml de medio aMEM libre de suero y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos y, a continuacion, la solucién en dilucion de ADN se mezcl6 con solucion en dilucion de
lipofectamin™ 2000, y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 20 minutos para formar un complejo ADN-
lipofectamin™ 2000. Después de que el medio existente se separa de la células incubadas, se afiadieron 1 ml del
complejo ADN-lipofectamin™ 2000 y 9 ml del medio aMEM libre de suero a cada pocillo, y se incubaron en un
incubadora humidificada de CO; a 37 °C durante 6 horas, a continuacién, el medio se reemplazé con medio DMEM
que contenia 10 % de suero fetal bovino dializado. Después, el medio se incubd a 37 °C durante 72 horas, las células
se separaron por Tripsina-EDTA y, a continuacion, se afiadieron medio DMEM que contenia 10 % de suero fetal bovino
dializado y neomicina (G418, 500 ug/ml) y se incubaron. Después de 72 horas, el medio se reemplazé con un medio
del que se incrementd la concentracion de G418 en 1 mg/ml, y se incubd bajo la misma condicién durante
aproximadamente 1 semana hasta que se formaron las colonias. Cada colonia se traté con Tripsina-EDTA en placas
que tenian colonias formadas en las mismas, y se movio a una placa de 24 pocillos. Se afiadieron medio DMEM que
contenia 10 % de suero fetal bovino dializado y neomicina (G418, 500 ug/ml) y se incubaron, y todas las colonias en
desarrollo se recogieron y se incubaron en un estado de conjunto.

Después de 1 semana, se realizd analisis FACS con anticuerpo anti-hDLL4 (Biolegend EE.UU.) en un estado en
conjunto para confirmar la expresion de hDLL4, y 23 tipos de colonias sencillas se seleccionaron y se subincubaron
en placa de 6 pocillos y placa de 100 mm, respectivamente y se incubaron en medio DMEM que contenia 10 % de
suero fetal bovino dializado y neomicina (G418, 500 ug/ml). Se selecciond un tipo de célula que expresaba de manera
favorable hDLL4 entre las colonias sencillas, y se denomind 293-hDLL4 y se us6 para el analisis relacionado con la
eficacia antagonista de DLL4 de PMC-201.

El analisis FACS se llevo a cabo para confirmar que PMC-201 se unia de manera favorable al conjunto de 293-DLL4.
En primer lugar, se incub6 un namero suficiente (1 x 10° o mas por muestra de FACS) del conjunto 293-DLL4, y se
produjo como célula sencilla con tripsina-EDTA y se afiadié 2 ml de tampdn 1x FACS (0,2 % de BSA en PBS) y se
mezclo bien, seguido de centrifugacion a 1.200 rpm durante 3 minutos. Se descargd un sobrenadante y las células en
el fondo en primer lugar se tifieron con concentracioén 10 nM de PMC-201, Notch-1 Fc y Tanibirumab con hielo durante
20 minutos, se lavaron con tampoén 1xFACS, y se tifieron en segundo lugar (20 minutos en hielo) con anticuerpo anti-
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Fc humano con PE y se lavaron. Después, citometria de flujo; se us6 FACSCalibur para la medicion.

Como resultado obtenido al medir si PMC-201 se unia o no a hDLL4 expresada sobre la superficie celular, se confirmé
que PMC-201 tenia afinidad de unié similar a Notch-1 Fc (FIG. 6).

Ejemplo 4: Andlisis de la capacidad de proliferacion de HUVEC después de tratamiento del anticuerpo doble
diana PMC-201

Se realiz6 analisis de la capacidad de proliferacién celular para confirmar el cambio en la capacidad de proliferacion
de la célula endotelial de la vena umbilical humana (HUVEC) (Lonza, Suiza), después del tratamiento del anticuerpo
de doble diana PMC-201 segun la presente invencion. Se incubé HUVEC usando medio M199 libre de rojo fenol
(Invitrogen, EE.UU.) que contenia 20 % de suero fetal bovino (Hyclone, EE.UU.), 100 unidades/ml de penicilina
(Hyclone, EE.UU.), 100 pug/ml de estreptomicina (Hyclone, EE.UU.), 3 pg/ml de factor de crecimiento de fibroblasto
(Upstate Biotechnology, EE.UU.) 5 unidades/ml de heparina (Sigma-Aldrich, EE. UU.), en un incubadora a 37 °C con
aire mezclado humidificado con CO; al 5 %. Estas células se incubaron en placas de 24 pocillos a densidad de 2 x 10*
células/pocillo durante 24 horas para analizar la tasa de supervivencia de HUVEC. Después, las células se lavaron
con medio M199 dos veces, y se incubaron bajo una condicion de baja concentracion de suero en medio M199 que
contenia 1 % de suero fetal bovino (Hyclone, EE.UU.) durante 6 horas. Se trataron previamente diversas
concentraciones de anticuerpos en células durante 30 minutos, y se trataron con 20 ng/ml de VEGF (R&D systems,
EE. UU.). Después de la incubacién durante 48 horas, las células se trataron con WST-8 (Dojindo, Japon) durante 2
horas, se midio la absorbancia a 450 nm de longitud, y se comparé una con otra la capacidad de proliferacion celular
bajo cada condicion.

Como resultado, se confirmd a partir del ensayo de la capacidad de proliferacion celular sobre HUVEC inicialmente
incubada que el anticuerpo de doble diana PMC-201 podria inhibir mas fuertemente la capacidad de proliferacién de
HUVEC inducida por VEGF en comparacion con el anticuerpo parental Tanibirumab (FIG. 7).

Ejemplo 5: Andlisis de la capacidad de unién a DLL4 humana competitiva usando FACS

Se realizé analisis FACS para confirmar si PMC-201 se unia o no de manera competitiva a hNotch1-Fc unido a la linea
celular 293-hDLL4. En primer lugar, se incubé un nimero suficiente (1 x 10° o mas células por muestra FACS) de 293-
hDLL4 y se trataron con Tripsina-EDTA para aislarse en células sencillas y, a continuacion, se afiadié 2 ml de tampén
1 X FACS (0,2 % de BSA en PBS). Después, las células sencillas aisladas se recuperaron y se centrifugaron a 1.200
rpm durante 3 minutos y, a continuacion, se descargo el sobrenadante. Se afiadieron 16 pg/ml de Tanibirumab o PMC-
201 y 1 yg/ml de rhNotch1-Fc que se habia marcado con Alexa-488 (Zenon, N.° Z-25402) a las células en el fondo,
en primer lugar se tifieron en hielo durante 30 minutos, se lavaron con tampén 1x FACS, y se midieron por citometria
de flujo (FACSCalibur).

Como resultado, se confirmd que la unidon de rhNotch1-Fc unida a la HUVEC se disminuy6 cuatro veces en
consideracion con la media geométrica por PMC-201. Mientras tanto, Tanibirumab no pudo inhibir la unién del
anticuerpo rhNotch1-Fc, el cual es similar a un grupo de anticuerpo no tratado (FIG. 8).

Ejemplo 6 Andlisis de la actividad del promotor por Notch-1

Se incubaron 1x10° células LS174T (linea celular de cancer de colon; ATCC, CL-188™) en medio RPMI que contenia
10 % de suero fetal bovino durante 24 horas, y se mezclaron 0,8 ug del ADN indicador de Notch Cignal contenido en
el kit de ensayo de indicador Cignal (N.° 336841 CCS-014L, QIAGEN) y 2 pl de lipofectamine (N.° 11668-500;
Invitrogen) con 100 pl de medios opti-MEM vy se dejo reposar durante 20 minutos y, a continuacion, se afiadié 400 pl
de opti-MEM para transfeccion para incubar células durante 6 horas. Después de 6 horas, el medio se reemplazé con
un medio MEM que contenia 10 % de suero fetal bovino, y se incubaron durante la noche. Al siguiente dia, se
mezclaron Tanibirumab y PMC-201 (cada uno de 20 mg/ml) y se trataron previamente en 1x10° células 293-hDLL4
durante 1 hora, a continuacion, se cocultivaron con células LS174T sometidas a transfeccion con ADN indicador de
Notch Cignal durante 24 horas. DAPT (5 mM) no se traté previamente y la célula 293-hDLL4 se mezcld con las células
LS174T transfectadas, y se cocultivaron durante 24 horas.

En general se sabe que DAPT N-[N-(3,5-Difluorofenacetil)-L-alanil]-S-fenilglicina t-butil éster) inhibe la actividad de
Notch 1 e inhibe la actividad de y-secretasa para disminuir un incremento en la produccién de NICD (Andrea Geling y
col., EMBO Rep., :3(7):688, 2002; le-Ming Shih and Tian-Li Wang, Cancer Research, 67:1.879, 2007).

Después del cocultivo durante 24 horas, las células se sometieron a lisis usando un tampon de lisis contenido en el
sistema de ensayo de indicador de luciferasa doble (N.° Cat. E1910;Promega), y un sustrato y ATP se mezclaron uno
con otro y, a continuacion, se midio la cantidad de luminiscencia usando Luminémetro.

Como resultado, se confirmé que la activacion del promotor de NICD mostrada por la activacion de Notch-1 de las
células LS174T se disminuyo en células tratadas con el anticuerpo de doble diana PMC-201, similar a los grupos de
tratamiento con DAPT, en comparacion con el grupo comparativo que tenia anticuerpo no tratado (FIG. 9).

Ejemplo 7: Andlisis del incremento en el dominio intracelular de Notch (NICD) por activacién de Notch-1
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Se recubrié 1 pg/ml de concentracion de hDLL4 recombinante con placas de 6 pocillos durante la noche (16 horas), y
se lavo con 1xPBS. Se trataron IgG humana (hlgG), Tanibirumab, PMC-201 (20 ug/ml) en cada pocillo durante 1 hora,
y se separaron las soluciones de anticuerpo tratadas. Se mezclaron uno con otro 5x10° HUVEC y IgG, Tanibirumab,
PMC-201 (20 ug/ml) y se trataron en placas de 6 pocillos, respectivamente. Después de 24 horas de incubacion, las
células se sometieron a lisis usando un tampdn de lisis (final 1 % de SDS, Na3VO4 1 mM, 1x céctel de inhibidor de
proteasa), y se recogio la solucion celular y se transfirié a un tubo Eppendorf, y se calenté a 95 °C durante 10 minutos
y se enfrié en hielo. La proteina se cuantificé usando el procedimiento de cuantificacion BCA, y se midié NICD mediante
el mismo procedimiento que la transferencia Western del Ejemplo 2.

En este caso, un anticuerpo principal era diluciéon 1:1.000 de anticuerpo (Va11744) (D3B8) (Conejo) de Notch1
escindido, el anticuerpo de B-actina (Conejo) estaba en dilucién 1:2.000 en leche desnatada conteniendo 5 % 0,05 %
de TBST, y un anticuerpo secundario era dilucion 1:1.000 de anti-lgG de conejo (R&D HAF008).

Como resultado, Se confirmé que una cantidad de NICD mostrada por la activacién de hNotch-1 en la célula HUVEC
se disminuia disminuyé significativamente por el anticuerpo de doble diana PMC-201 que se dirige a DLL4 en
comparacién con Tanibirumab que es un anticuerpo parental (FIG. 10).

Mientras tanto, se realizé un procedimiento de analisis de deteccién de solamente NICD por cultivo celular y cocultivo
sin recubrimiento de hDLL4 tal como sigue.

En primer lugar, se incub6 5x10° células/pocillo de HUVEC en placas de 6 pocillos durante 24 horas. Después, se
trataron 2,5x105 células/pocillo de 293-hDLL4 (linea celular 293 de sobreexpresion de DLL4 humana) y higG, Se
trataron PMC-201 (10 pg/ml) DAPT (5 uM) durante 1 hora, y los anticuerpos (hlgG, PMC-201) y las células 293-hDLL4
tratadas con DAPT se afiadieron a HUVEC inicialmente incubada en placas de 6 pocillos, sin separar la solucién de
anticuerpo, y se cocultivaron durante 24 horas. Como grupo comparativo, se trato la linea de célula 293-T y se cocultivd
con HUVEC.

Después del cocultivo durante 24 horas, las células se sometieron a lisis usando un tampodn de lisis (final 1 % de SDS,
Na3VO4 1 mM, 1x cdctel inhibidor de proteasa), y se recogio la solucién celular y se transfirié a un tubo Eppendorf, y
se calentd a 95 °C durante 10 minutos y se enfrié en hielo. La proteina se cuantificé usando el procedimiento de
cuantificacion BCA, y se midié NICD mediante el mismo procedimiento que la transferencia Western del Ejemplo 2.

Como resultado, se confirmé que una cantidad de NICD mostrada por la activacion de hNotch-1 en la célula HUVEC
se disminuy6 para ser menos del 50 % del anticuerpo de doble diana PMC-201 que se dirige a DLL4 en comparacion
con higG (FIG. 11).

[Aplicabilidad industrial]

El anticuerpo de doble diana segun la presente invencion puede inhibir mas eficazmente y simultaneamente la
sefializacion de dos rutas, VEGF/VEGFR-2 y DLL4/Notchl, tratando de ese modo diversas enfermedades relacionadas
con la angiogénesis tales como tumor, y similares, y en particular, superando la resistencia causada usando un agente
terapéutico neovascular solo, y previniendo fundamentalmente la recurrencia del cancer por células madre de cancer
directamente dirigidas.

Por lo tanto, el anticuerpo de doble diana segun la presente invencion y la composiciéon farmacéutica que incluye el
mismo se pueden usar eficazmente para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la angiogénesis,
particularmente, cancer.

La presente invencion se ha descrito en detalle basandose en sus caracteristicas particulares, y es obvio para los
expertos en la técnica que estas tecnologias especificas son realizaciones simplemente preferibles y, por tanto, el
ambito de la presente invencion esta limitada a las realizaciones. Por lo tanto, el ambito sustancial de la presente
invencion estara definido por las reivindicaciones adjuntas y su equivalente.

<110> PharmAbcine Inc.

<120> Anticuerpo biespecifico que se dirige a VEGFR-2 y DLL4 y composicion farmacéutica que comprende el
mismo

<130> PP-B1277
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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aaccccctge
gcctggeacg
agcaagatcg
accagcaccc
ggcgacaact
cagcccgacg
atctgcctga
tgcagacctg
cacggcacct
tgtgatcagg
agcaacagcg
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<210> 12

<211> 686
<212> PRT

agctgcecceccett
ccecetggega
ccatccaggg
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gcagccggcet
gcaacctgag
gcggcectgeca
gctggcaggg
gtagcacccce
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caacttcacc
cgacctgagg
cagcctggece
gcggtacage
gtgcaagaag
ctgectgect
cgagcagaac
cagactgtgc
ctggcagtgce
ctgcacccac
ctacacctgt
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gcagcagaac
gcctggecaag
cagcgagaag

gagcgtgtge

tggccecggea
cctgaagcecece
gtgggccaga
tacagagtga
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cacaccctgg
ttcececccaca
cccgagtgec

ctgatctceg

22

ccttcagect
tgccteecega
actggctgct
tctgcagega
acttcggcecceca
gcgagtactg
gcaagcccge
tcccccacaa
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo de doble diana que se dirige a VEGFR-2 y DLL4 que comprende un antagonista de DLL4, el cual
esta unido a un terminal de un anticuerpo que se une a VEGFR-2,

en el que el anticuerpo que se une a VEGFR-2 comprende una region variable de la cadena pesada que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a 3, y una regién variable de la cadena ligera
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4 a 6,

en el que el antagonista de DLL4 es el 11° y 12 ° dominio tipo EGF de unidn a calcio de Notch1 humano, y

en el que el antagonista de DLL4 esta unido al N-terminal de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que
se une a VEGFR-2.

2. El anticuerpo de doble diana segun la reivindicacion 1, en el que el antagonista de DLL4 esta unido al anticuerpo
de unién a VEGFR-2 por el conector de aminoacido.

3. El anticuerpo de doble diana segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo que se une a VEGFR-2 comprende
una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 1 y una region variable de
la cadena ligera que comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 4;

una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 2 y una region variable de
la cadena ligera que comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 5; o

una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 3 y una region variable de
la cadena ligera que comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 6.

4. El anticuerpo de doble diana segun la reivindicacion 1, en el que el antagonista de DLL4 es el 11°y 12 ° dominio
tipo EGF de union a calcio de Notch1 humano comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 7.

5. ElI ADN que codifica el anticuerpo de doble diana segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
6. Un vector de expresion recombinante que comprende ADN segun la reivindicacion 5.
7. Una célula hospedadora transformada con el vector recombinante segun la reivindicacion 6.

8. Un procedimiento de produccién de un anticuerpo de doble diana segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 que comprende cultivar la célula hospedadora segun la reivindicacion 7 y aislar el anticuerpo de doble diana del
cultivo.

9. Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la angiogénesis
que comprende el anticuerpo de doble diana segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el las
enfermedades relacionadas con la angiogénesis es una o mas seleccionadas del grupo que consiste en crecimiento
tumoral, metastasis tumoral, degeneracién macular relacionada con la edad (DMRE), retinopatia diabética, psoriasis,
artritis reumatoide e inflamacion cronica.

10. La composicion para su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la angiogénesis segun la
reivindicacion 9, en la que el tumor es uno o mas seleccionados del grupo que consiste en cancer de colon, cancer
colorrectal, cancer gastrico, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de ovario, cancer de higado, cancer bronquial,
cancer nasofaringeo, cancer de laringe, cancer pancreatico, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de cuello
de utero, cancer de cerebro, cancer de préstata, cancer de huesos, el cancer de piel, cancer de tiroides, cancer
paratiroideo, cancer de rifién, cancer esofagico, cancer de conductos biliares, cancer de testiculos, cancer rectal,
cancer de cabeza y cuello, cancer de cuello de utero, cancer de uréter, osteosarcoma, neurocitoma, melanoma,
fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, astrocitoma, neuroblastoma y neuroglioma.
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FIG. 1
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FIG. 3
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FIG. 5

Afinidad de unién de PMC-201 a Ag-X humana (Biacore)

Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD (M)

PMC-201 2,74 X104 3,88 X104 1,42 X108

Notch1-Fc humano | 6,09 X104 1,22 X103 1,99 X108
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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