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DESCRIPCION
Agentes de union a VEGF/DLL4 y usos de los mismos
Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere generalmente a anticuerpos y otros agentes que se unen a VEGF, DLL4, o tanto a
VEGF como DLL4, particularmente anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4, asi como a métodos para usar los
anticuerpos u otros agentes para el tratamiento de enfermedades tal como cancer.

Antecedentes de la Invencion

La angiogénesis desempefia una funcidén importante en la patogénesis de varios trastornos, incluyendo tumores
soélidos y metastasis. La produccion de nuevos vasos sanguineos es esencial para proporcionar oxigeno y nutrientes
para el crecimiento y propagacion de un tumor, y por lo tanto la angiogénesis es un buen objetivo para los productos
terapéuticos para el cancer.

La angiogénesis incluye una familia de proteinas que actiuan como activadores angiogénicos, incluyendo el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF-A, por sus siglas en inglés), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-E, y sus receptores
respectivos (VEGFR-1, VEGFR-2, y VEGFR-3). El VEGF-A, también referido como VEGF o factor de permeabilidad
vascular (VPF, por sus siglas en inglés), existe en varias isoformas que surgen del empalme alternativo de ARNm de
un gen VEGF individual, con el VEGF1e5 que es la isoforma mas biolégicamente relevante.

Los anticuerpos anti-VEGF han mostrado que suprimen el crecimiento de células tumorales in vitro e in vivo. Un
anticuerpo monoclonal anti-VEGF humanizado, bevacizumab (AVASTIN) se ha desarrollado y aprobado en los
Estados Unidos como un producto terapéutico para el cancer.

La trayectoria de sefalizacién Notch es un sistema de transduccién de sefal universalmente conservado. Se implica
en la determinacion del destino celular durante el desarrollo incluyendo la formacion del patrén embridnico y el
mantenimiento de tejido postembridnico. Ademas, la sefializacion Notch se ha identificado como un factor critico en el
mantenimiento de células madre hematopoyéticas.

La trayectoria Notch se ha relacionado con la patogénesis de tumores y canceres tanto hematoldgicos como sdlidos.
Las numerosas funciones celulares y sefiales microambientales asociadas con la tumorigénesis han mostrado que se
modulan por la sefalizacion de la trayectoria Notch, incluyendo la proliferacion celular, apoptosis, adhesion, y
angiogénesis (Leong y colaboradores, 2006, Blood, 107:2223- 2233). Ademas, los receptores Notch y/o ligandos Notch
han mostrado que desempefian funciones oncogénicas potenciales en varios canceres humanos, incluyendo leucemia
mielogenosa aguda, leucemia linfocitica créonica de células B, linfoma de Hodgkin, mieloma multiple, leucemia
linfoblastica aguda de células T, cancer de cerebro, cancer de mama, cancer cervical, cancer de colon, cancer de
pulmoén, cancer pancreatico, cancer de prostata y cancer de la piel. (Leong y colaboradores, 2006, Blood, 107:2223-
2233).

El ligando 4 similar a delta (DLL4, por sus siglas en inglés) es un componente importante de la trayectoria Notch y se
ha identificado como un objetivo para la terapia para el cancer. El DLL4 es un ligando Notch, caracterizado por un
dominio N-terminal, un dominio Delta/Serrate/Lag-2 (DSL) y repeticiones similares a EGF en tandem dentro del
dominio extracelular. Se ha reportado que el DLL4 se induce por VEGF y que el DLL4 puede actuar como un regulador
de retroalimentacion negativo para la proliferacién vascular.

Los anticuerpos anti-DLL4 han mostrado que mejoran la proliferacion y ramificacién angiogénica que conduce a la
angiogénesis no productiva y crecimiento tumoral disminuido (Noguera-Troise y colaboradores, 2006, Nature,
444:1032- 1037). Ademas, un anticuerpo anti-DLL4, 21M18, ha mostrado que inhibe el crecimiento tumoral y reduce
la frecuencia de célula madre cancerosas en modelos de tumor de xenoinjerto (Hoey y colaboradores, 2009, Cell Stem
Cell, 5:168-177; Patente de E. U. A. No. 7.750.124, documentos US2011/165162: W0O20080422361 y en ensayos
clinicos (documento W02012068098: Smith et al (2010) European Journal of Cancer 8 7 73)

Aunque ha habido avances significativos en el desarrollo de anticuerpos monoclonales para el uso en tratamientos del
cancer, existe a un gran potencial para mejoras adicionales. Una clase de moléculas de anticuerpo con la promesa de
potencia aumentada y/o efectos secundarios reducidos (por ejemplo, toxicidad) son los anticuerpos biespecificos
(W0O2010129304: US2010/0761781 .

Las moléculas biespecificas tempranas se generaron principalmente usando reticulacién quimica de dos anticuerpos,
o fueron hibridomas o "cuadromas" hibridos. Un éxito del formato cuadroma es triomabs, que son combinaciones de
raton/rata que muestran un emparejado de cadena pesadalligera especifico d especies preferencial. Mas
recientemente, los avances en la ingenieria de anticuerpos han proporcionado una amplia variedad de nuevos
formatos de anticuerpo, incluyendo, pero no limitado a, scFv en tandem (bi-scFv), diacuerpos, diacuerpos en tandem
(tetra-cuerpos), diacuerpos de cadena individual, y anticuerpos de dominio variable dobles.
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Es uno de los objetivos de la presente invencion proporcionar moléculas mejoradas para el tratamiento del cancer,
particularmente anticuerpos biespecificos que se liguen especificamente al VEGF humano y DLL4 humano.

Sumario de la invencion
La presente invencion se define por las reivindicaciones.

La presente divulgacion proporciona agentes de unién, tales como anticuerpos, que se unen a VEGF, DLL4, o tanto a
VEGF como DLL4 (agentes de uniéon a VEGF/DLL4), asi como composiciones, tales como composiciones
farmacéuticas, que comprenden los agentes de union. Los agentes de union que se unen a VEGF o DLL4, asi como
por lo menos un antigeno adicional u objetivo, y composiciones farmacéuticas de tales agentes de unién, también se
proporcionan. En ciertas divulgaciones de la presente invencion, los agentes de unién son polipéptidos novedosos,
tales como anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, y otros polipéptidos relacionados con tales anticuerpos. En ciertas
divulgaciones del presente documento, los agentes de unién son anticuerpos que se unen especificamente al VEGF
humano. En algunas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién son anticuerpos que se unen
especificamente al DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién son
anticuerpos biespecificos que se unen especificamente al VEGF humano y DLL4 humano. La invencion proporciona
ademas métodos para inhibir el crecimiento de un tumor al administrar los agentes de unién a un sujeto con un tumor.
La invencion proporciona ademas métodos para tratar cancer al administrar los agentes de unién a un sujeto en
necesidad de los mismos. En algunas divulgaciones del presente documento, los métodos para tratar cancer o inhibir
el crecimiento tumoral comprenden células madre cancerosas objetivo con los agentes de union. En ciertas
divulgaciones del presente documento, los métodos comprenden reducir la frecuencia de células madre cancerosas
en un tumor, reducir el nimero de células madre cancerosas en un tumor, reducir la tumorigenicidad de un tumor y/o
reducir la tumorigenicidad de un tumor al reducir el nimero o frecuencia de células madre cancerosas en el tumor.

En un aspecto, la invencién proporciona un agente de union, tal como un anticuerpo, que se une especificamente al
VEGEF. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union inhibe la unién de VEGF a por lo menos
un receptor de VEGF. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién inhibe la union de VEGF
a VEGFR-1 y/o VEGFR-2. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién modula la
angiogénesis. En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo u otro agente de unién se unen
especificamente ademas a y/o inhibe el DLL4 humano ademas del VEGF.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union es un anticuerpo que comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19); y una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de
cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende
QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo que comprende una region
variable de cadena pesadas que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11; y/o una region
variable de cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién comprende una regién variable de cadena pesada que tiene
por lo menos 90 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 11; y/o una regioén variable de cadena ligera que tiene
por lo menos 90 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el
agente de unién comprende una region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:11; y/o una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo
que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:11; y/o una region variable de cadena ligera de
SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union es el anticuerpo 219R45, 219R45-MB-21M18,
219R45-MB-21R79, 219R45-MB-21R75, 0 219R45-MB-21R83.

La divulgacion también proporciona un agente de union, tal como un anticuerpo, que se une especificamente a DLL4
humano. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién inhibe la unién de DLL4 a por lo menos
un receptor Notch. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién inhibe la uniéon de DLL4 a
Notch1, Notch2, Notch3, y/o Notch4. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién inhibe la
sefializacion Notch. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union promueve la angiogénesis
no productiva. En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo u otro agente de unién se unen
especificamente ademas a y/o inhibe el VEGF humano ademas del DLL4 humano.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo que se une al DLL4 humano
y comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO: 79), una
CDR2 de cadena pesada que comprende YIX1X2YX3X4ATNYNQKFKG (SEQ ID NO:80), en donde Xi es serina o
alanina, Xz es serina, asparagina, o glicina, X3 es asparagina o lisina, y X4 es glicina, arginina, o acido aspartico, y una
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CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y una CDR1 de cadena ligera que
comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID
NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones
del presente documento, el anticuerpo comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID
NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO:79), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID
NO:14), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO: 16); y una CDR1 de cadena
ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS
(SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo que comprende una region
variable de cadena pesada que tiene por lo menos 90 % o por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID
NO:10; y/o una regidn variable de cadena ligera que tiene por lo menos 90 % o por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unioén es un anticuerpo
que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:10; y una regién variable de cadena ligera de
SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo 21R79 o anticuerpo 219R45-
MB-21R79.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién en un anticuerpo que comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO:79), una CDR2 de cadena pesada
que comprende YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO:59), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO: 16); y una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID
NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo que comprende una region
variable de cadena pesada que tiene por lo menos 90 % o por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID
NO:58; y/o una regién variable de cadena ligera que tiene por lo menos 90 % o por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo
que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:58; y una region variable de cadena ligera de
SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union es un anticuerpo 21R75 o anticuerpo 219R45-
MB-21R75.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién en un anticuerpo que comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO:79), una CDR2 de cadena pesada
que comprende YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO: 16); y una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID
NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo que comprende una region
variable de cadena pesada que tiene por lo menos 90 % o por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID
NO:64; y/o una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 90 % o por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo
que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO:64; y una regién variable de cadena ligera de
SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo 21R83 o anticuerpo 219R45-
MB-21R83.

En ciertas divulgaciones del presente documento de cada uno de los aspectos o realizaciones ya mencionadas, asi
como otros aspectos y/o realizaciones descritas en cualquier lugar en la divulgacion del presente documento, el agente
de unién es un anticuerpo biespecifico. Un aspecto de la divulgaciéon proporciona un anticuerpo biespecifico que se
une especificamente tanto VEGF humano como DLL4 humano, como se establece en la reivindicacion 1. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico modula la angiogénesis. En ciertas divulgaciones
del presente documento, el anticuerpo biespecifico inhibe la sefializacion Notch. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo biespecifico modula la angiogénesis e inhibe la sefalizacion Notch. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico reduce el nimero de frecuencia de células madre
cancerosas. En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende dos cadenas
ligeras idénticas. En ciertas divulgaciones del presente documento el anticuerpo biespecifico es un anticuerpo 1gG
(por ejemplo, 1gG2).

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende: un primer sito deunién a
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antigeno que se une especificamente a VEGF humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende ademas: una
CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que
comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID
NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende: un primer sitio de
uniéon a antigeno que se une especificamente a VEGF humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno
comprende (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO: 17), una CDR2 de cadena pesada
que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19), y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ
ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera
que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende: un primer sitio de unién a
antigeno que se une especificamente DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO:79), una CDR2 de cadena
pesada que comprende YIXiX2YX3X4sATNYNQKFKG (SEQ ID NO: 80), en donde Xi es serina o alanina, X2 es serina,
asparagina, o glicina, X3 es asparagina o lisina, y X4 es glicina, arginina, o acido aspartico, y una CDR3 de cadena
pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y una CDR1 de cadena ligera que comprende
RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y
una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende: un primer sitio de unién a antigeno que se une
especificamente DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIANYNRATNYNQKFKG
(SEQ ID NO:14), YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15), YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO:59), o
YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ
ID NO:16). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende ademas: una
CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que
comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID
NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende: un primer sitio de
union a antigeno que se une especificamente DLL4 humano, en donde el primer sitio de unidn a antigeno comprende
(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO: 13), una CDR2 de cadena pesada que
comprende YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15),
YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO: 59) , o YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), y una CDR3 de cadena
pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16), y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende
RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y
una CDRS3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende: a) un primer sitio de union
a antigeno que se une especificamente a VEGF humano, y b) un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO: 17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19); en donde el segundo sitio de union a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende
TAYYIH (SEQ ID NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO: 79), una CDR2 de cadena pesada que comprende
YIX1X2YX3X4ATNYNQKFKG (SEQ ID NO:80), en donde Xi es serina o alanina, Xz es serina, asparagina, o glicina,
X3 es asparagina o lisina, y Xa es glicina, arginina, o acido aspartico y una CDR3 de cadena pesada que comprende
RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID
NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo
biespecifico comprende: a) un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF humano, y b) un
segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a
antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena
pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19); en donde el segundo sitio de union a antigeno comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende
YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ
ID NO:16); y en donde tanto el primero como el segundo sitios de union a antigeno comprenden una CDR1 de cadena
ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS
(SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende: a) un primer sitio de unién a antigeno
que se une especificamente a VEGF humano, y b) un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente
DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende
NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18),
y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19); en donde el segundo sitio de
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unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de
cadena pesada que comprende YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15), y una CDR3 de cadena pesada que
comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como el segundo sitios de unién a antigeno
comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de
cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende
QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, un anticuerpo biespecifico
comprende: a) un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF humano, y b) un segundo sitio
de unién a antigeno que se une especificamente DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno
comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada
que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19); en donde el segundo sitio de union a antigeno comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende
YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO:59), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ
ID NO:16); y en donde tanto el primero como el segundo sitios de union a antigeno comprenden una CDR1 de cadena
ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS
(SEQ ID NO:21), y una CDRS3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende: a) un primer sitio de unién a antigeno
que se une especificamente a VEGF humano, y b) un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente
DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende
NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18),
y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19); en donde el segundo sitio de
unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de
cadena pesada que comprende YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), y una CDR3 de cadena pesada que
comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como el segundo sitios de unién a antigeno
comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de
cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende
QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico que se une especificamente a VEGF
humano, y comprende: una regioén variable de cadena pesada que tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia
a SEQ ID NO: 11, y/o una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia a
SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico se une especificamente
a VEGF humano, y comprende: una region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:11, y/o una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico se une especificamente DLL4 humano,
y comprende: una region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia a SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:58, o SEQ ID NO:64; y/o una region variable de cadena ligera que tiene por lo
menos 90 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo biespecifico se une especificamente DLL4 humano, y comprende: una regién variable de cadena pesada
que tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:58, o SEQ ID
NO:64; y/o una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID
NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico se une especificamente a VEGF humano
y DLL4 humano, y comprende: (a) una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 90 % de
identidad de secuencia a SEQ ID NO:11; (b) una segunda region variable de cadena pesada que tiene por lo menos
90 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:58, o SEQ ID NO:64; y (c) una primera
y una segunda region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 90 % de identidad de secuencia a SEQ ID
NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico VEGF/DLL4 comprende (a) una
primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11;
(b) una segunda region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID
NO:9; y (c) una primera y una segunda region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico VEGF/DLL4
comprende (a) una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia
a SEQ ID NO: 11; (b) una segunda region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:10; y (c) una primera y una segunda region variable de cadena ligera que tiene por lo menos
95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 12. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo
biespecifico VEGF/DLL4 comprende (a) una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos 95 %
de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11; (b) una segunda region variable de cadena pesada que tiene por lo menos
95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:58; y (c) una primera y una segunda region variable de cadena ligera
que tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo biespecifico VEGF/DLL4 comprende (a) una primera region variable de cadena pesada que
tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 11; (b) una segunda regién variable de cadena
pesada que tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:64; y (c) una primera y una segunda
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region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende (a) un primer sitio de unién a antigeno que se une a VEGF humano con una Kp entre aproximadamente
0,1 nM y aproximadamente 1,0 nM y (b) un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente DLL4
humano con un a Kp entre aproximadamente 0,1 nM y aproximadamente 20 nM. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo biespecifico comprende dos cadenas ligeras idénticas.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
seleccionado del grupo que consiste de 219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21R79, 219R45-MB-21R75, y 219R45-MB-
21R83.

En ciertas divulgaciones del presente documento de cada uno de los aspectos ya mencionados, asi como otros
aspectos y/o divulgaciones del presente documento descritas en cualquier lugar en la presente, el agente de union o
anticuerpo se aisla.

La divulgacion también proporciona un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de: SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:9, SEQ
ID NO:10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO: 4 8, SEQ ID NO:49, SEQ ID
NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, y SEQ ID NO:64. En algunas divulgaciones
del presente documento, el polipéptido se aisla. En ciertas divulgaciones del presente documento, el polipéptido es
sustancialmente puro. En ciertas divulgaciones del presente documento, el polipéptido es un anticuerpo o parte de un
anticuerpo, tal como un fragmento de anticuerpo.

La divulgacion también proporciona moléculas de polinucleétido aisladas que comprenden un polinucleétido que
codifica los agentes de union y/o polipéptidos divulgados y descritos en el presente documento. En algunas
divulgaciones del presente documento, el polinucleétido comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste de: SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID
NO: 35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:50, SEQ ID
NO:51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO:
66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73,
y SEQ ID NO:74. La divulgacién proporciona ademas vectores de expresion que comprenden los polinucleétidos, asi
como células que comprenden los vectores de expresion y/o los polinucledtidos. En algunas divulgaciones del presente
documento, la célula es una célula procariética o una célula eucaridtica.

En otros aspectos, la divulgacién también proporciona métodos para inhibir el crecimiento de un tumor, que comprende
poner en contacto el tumor con una cantidad efectiva de un anticuerpo (u otro agente de unién) que se une a VEGF,
DLL4, o tanto a VEGF como a DLL4, incluyendo cada uno de esos anticuerpos (u otros agentes de union) descritos
en la presente.

La divulgacion también proporciona un método para inhibir el crecimiento de un tumor en un sujeto, que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo (u otro agente de unién) que se une a
VEGF, DLL4 o a tanto VEGF como a DLL4, incluyendo cada uno de aquellos anticuerpos (u otros agentes de union)
descritos en la presente.

La divulgacion también proporciona un método para modular la angiogénesis en un sujeto, que comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo (u otro agente de union) que se une a VEGF, DLL4
o a tanto VEGF como a DLL4, incluyendo cada uno de aquellos anticuerpos (u otros agentes de unién) descritos en
la presente.

La divulgacion también proporciona un método para reducir la tumorigenicidad de un tumor en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo (u otro agente de unién) que
se une a VEGF, DLL4 o a tanto VEGF como DLL4, incluyendo a cada uno de aquellos anticuerpos (u otros agentes
de union) descritos en la presente.

La divulgacién también proporciona un método para reducir la tumorigenicidad de un tumor en un sujeto al reducir la
frecuencia de células madre cancerosas en un tumor, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo (u otro agente de unién) que se une a VEGF, DLL4, o a tanto VEGF como
DLL4, incluyendo a cada uno de aquellos anticuerpos (u otros agentes de union) descritos en la presente.

La divulgacion también proporciona métodos para tratar cancer en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo (u otro agente de unién) que se une a VEGF, DLL4, o a tanto
VEGF como DLL4, incluyendo a cada uno de esos anticuerpos (u otros agentes de unién) descritos en la presente.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden una gente de union (por ejemplo, anticuerpos) descritas en la
presente y un portador farmacéuticamente aceptable se proporcionan adicionalmente, como son lineas de células que
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expresan y/o producen los agentes de union. Los métodos para tratar cancer y/o inhibir el crecimiento tumoral en un
sujeto (por ejemplo, un humano) que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de una composicién que
comprende los agentes de unién también se proporcionan.

Donde la divulgacion del presente documento se describe en términos de un grupo Markush u otro agrupamiento de
alternativas, la presente invencion abarca no solamente la totalidad de la lista en su conjunto, sino también cada
miembro del grupo individualmente y todos los subgrupos posibles del grupo principal, y también el grupo principal
ausente de uno o mas de los miembros del grupo. La presente invencion también prevé la exclusion explicita de uno
0 mas de cualquiera de los miembros del grupo en la invencion reclamada.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A-1C. Fig. 1A, CDRs de cadena pesada y cadena ligera de anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-
DLL4 219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21M79, 219R45-MB-21M75, y 219R45- MB-21M83; Fig. 1B) Region
variable de cadena pesada y cadena ligera SEQ ID NOs; Fig. 1C) SEQ ID Nos dé cadena pesada y cadena ligera.
Figura 2. Ensayo HTRF para union simultdnea de anticuerpos biespecificos al VEGF humano y DLL4 humano. Los
resultados se reportan en Unidades de Fluorescencia Relativa (RFU, por sus siglas en inglés), que representa la
relaciéon de la intensidad de fluorescencia relativa a 665 nm a la intensidad de fluorescencia relativa a 620 nm.
219R45-MB-21M18 (-+-); 219R45-MB-21R79 (-m-); 219R45 mas 21M18 (- A-); 219R45 mas 21R79 (-o-); 219R45
(-V-); 21M18 (-0-); 21R79 (-0-); anticuerpo de control LZ-1 (-A-).

Figura 3. Inhibicién de la proliferacion de HUVEC inducida por VEGF por los anticuerpos biespecificos anti-
VEGF/anti-DLL4. La intensidad de fluorescencia se lee usando una longitud de onda de excitacién de 530 nm y
una longitud de emisién de 590. 219R45-MB-21M18 (-+-); 219R45-MB-21R79 (- A-); 219R45 (-m-); Medio sin VEGF
(-0-).

Figura 4. Inhibicion de la sefializacion Notch inducida por DLL4 por anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4.
La actividad de luciferasa se midié usando un kit de ensayo de luciferasa doble con actividad de luciferasa de
Luciérnaga normalizada con la actividad de luciferasa de Renilla. 219R45-MB-21M18 (-+-); 219R45-MB-21R79 (-
m-); 21M18 (-0-); 21R79 (-o-).

Figura 5. Inhibiciéon del crecimiento de tumor de colon in vivo por un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4.
Células tumorales de colon OMP-C8 se inyectaron subcutaneamente en un injerto de piel humana en ratones
NOD/SCID. Los ratones se trataron con anticuerpo de control (-m-), anticuerpo anti-hDLL4 21M18 (- A -), anticuerpo
anti-VEGF bevacizumab (-0-), o anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 (- ¥ -). Los datos
se muestran como volumen de tumor (fotones/sec) durante los dias postratamiento. Los anticuerpos se
administraron intraperitonealmente en una dosis de 25 mg/kg una vez a la semana.

Figura 6. Tumorigenicidad de células tumorales pancreaticas después del tratamiento con anticuerpos
biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4. Células tumorales OMP-PN8 de ratones tratados con anticuerpo de control,
anticuerpo anti-hDLL4 21M18, anticuerpo anti-VEGF bevacizumab, o anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-
DLL4 219R45-MB-21M18 o0 219R45-MB-21R79 con o sin gemcitabina se procesaron a suspensiones de células
individuales, y se trasplantaron en serie en ratones. 90 células de cada grupo de tratamiento se inyectaron
subcutaneamente en ratones NOD/SCID. Los tumores se dejaron desarrollar sin ningun tratamiento. Los datos se
muestran como volumen de tumor (mm ) en el dia 55. La frecuencia del tumor se muestra como un numero de
tumores sobre el numero total de ratones inyectados en cada grupo.

Figura 7. ELISA de anticuerpo biespecifico. Anticuerpos biespecificos 219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21R79,
219R45-MB-21R75, y 219R45-MB-21R83 se diluyeron en solucién amortiguadora de bloqueo (1x de PBS, 0,1 %
de gelatina, 0,1 % de Polisorbato-20, pH 7.4) que contiene 2 ug/ml de biotina- DLL4-hFc. Los anticuerpos se
diluyeron en serie 3 veces de 500 ng/ml a 0,008 ng/ml. Las muestras de anticuerpos se incubaron durante 2 horas
en solucién amortiguadora de bloqueo que contiene la biotina-DLL4-hFc. Después de la incubacion, las muestras
de anticuerpos se transfirieron a una placa de ensayo recubierta con VEGF (100 ul/pocillo) y se incubaron durante
2 horas. Se agreg6 Estreptavidina-HRP a cada pocillo y se incubé durante 1 hora. El sustrato TMB se agreg6 a los
pocillos con un desarrollo de color de 10 minutos y la reaccion se detuvo con acido sulfirico 2M. La absorbancia
se ley6 a 450-650 nm y los datos se analizaron usando el ajuste de 4 parametros dentro del programa de analisis
Softmax Pro.

Figura 8. Enfoque isoeléctrico capilar formado en imagen de anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4.
Figura 9. Inhibicién del crecimiento del tumor del colon por anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 en un
modelo de recurrencia de tumor. Células tumorales de colon OMP-C8 se inyectaron subcutaneamente en ratones
NOD/SCID. Los ratones se trataron con anticuerpo de control (-m-), anticuerpo anti-hDLL4 21M18 (-¢-), anticuerpo
anti-VEGF bevacizumab (- A-), una combinacion de 21M18 y bevacizumab (- ¥-), anticuerpo biespecifico anti-
VEGF/anti-DLL4 219R45-MB- 21M18 (-0-), o anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21R79 (-o-
), todos en combinacidon con irinotecano. Los anticuerpos 21M18 y bevacizumab se administraron
intraperitonealmente en una dosis de 7,5 mg/kg una vez a la semana, los anticuerpos biespecificos 219R45-MB-
21M18 y 219R45-MB-21R79 se administraron intraperitonealmente en una dosis de 15 mg/kg una vez a la semana,
y el irinotecano se administré para las primeras 4 semanas en una dosis de 45 mg/kg. Los datos se muestran como
volumen de tumor (mm?) durante los dias postratamiento.

Figura 10. La tumorigenicidad de células tumorales de colon OMP-C3 después del tratamiento con anticuerpos
biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4. Los tumores de ratones tratados con anticuerpo de control, anticuerpo anti-
hDLL4 21M18, anticuerpo anti-VEGF de bevacizumab, una combinacion de 21M18 y de bevacizumab, o
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anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 o 219R45-MB-21R79 con o sin irinotecano se
procesaron a suspensiones de células individuales, y se trasplantaron en serie en ratones. 150 células de cada
grupo de tratamientos se inyectaron subcutaneamente en ratones NOD/SCID. Los tumores se dejaron desarrollar
sin ningun tratamiento. Los datos se muestran como volumen de tumor (mm ) en el dia 68.

Figuras 11A-11B. Inhibicién del crecimiento de tumor de colon in vivo por anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-
DLL4. Células tumorales de colon OMP-C8 se inyectaron subcutaneamente en ratones NOD/SCID. Los ratones
se trataron con anticuerpo de control (-m-), anticuerpo anti-VEGF de bevacizumab (-A-), o anticuerpos
biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 (-0-), 219R45-MB-21R75 (-¢-), 219R45-MB-21R79 (-0-), 0
219R45-MB-21R83 (-V¥-). Los ratones se trataron con anticuerpos como agentes individuales (Fig. 11A) o en
combinacién con irinotecano (Fig. 11B). Los anticuerpos se administraron intraperitonealmente en una dosis de
15 mg/kg una vez a la semana e irinotecano en una dosis de 7,5 mg/kg una a la semana. Los datos se muestran
como volumen de tumor (mm ) durante los dias postratamiento.

Descripcion detallada de la invencidon

La presente divulgacién proporciona agentes de union novedosos, que incluyen pero no se limitan a polipéptidos tales
como anticuerpos, que se unen a VEGF y/o DLL4 (por ejemplo, un agente de unién VEGF/DLL4). Los polipéptidos y
polinucleétidos relacionados, composiciones que comprenden los agentes de unién a VEGF/DLL4, y métodos para
elaborar los agentes de union VEGF/DLL4 también se proporcionan. Métodos para usar los agentes de union
VEGF/DLL4 novedosos, tales como métodos para inhibir el crecimiento tumoral, métodos para tratar el cancer,
métodos para reducir la tumorigenicidad de un tumor, métodos para reducir la frecuencia de células madre cancerosas
en un tumor y/o métodos para modular la angiogénesis, se proporcionan adicionalmente.

Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente al VEGF humanos se ha identificado, 219R45. Ese anticuerpo
tiene una afinidad de union para el VEGF humano de aproximadamente 0,67 nM, y una afinidad de union para VEGF
de raton de aproximadamente 23 nM. Varios anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al DLL4 humano
se han identificado, 21R79, 21R75 y 21R83. El anticuerpo 21R79 tiene una afinidad de unién para el DLL4 humano
de menor que 0,1 nM. Los anticuerpos biespecificos que se unen especificamente al VEGF humano y al DLL4 humano
se han producido, 219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21R79, 219R45-MB-21R75, y 219R45-MB-21R83 (secuencias
CDR en las Figuras 1A-1C). Como se usa en la presente, el "MB" dentro de un nombre de anticuerpo se refiere a
"monovalente/biespecifico”. El anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18 tiene una afinidad de unién para el VEGF
humano de menor que 1,0 nM y una afinidad de unién para el DLL4 de aproximadamente 16 nM. El anticuerpo
biespecifico 219R45-MB-21R79 tiene una afinidad de unién al VEGF de menor que 1,0 nM y una afinidad de union
para el DLL4 humano de menor que 1,0 nM. El anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R75 tiene una afinidad de unién
para el DLL4 humano de aproximadamente 5 nM, mientras que el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R83 tiene
una afinidad de unién para el DLL4 humano de aproximadamente 1 nM. Los anticuerpos biespecificos 219R45-MB-
21M18 y 219R45- MB-21R79 se unen al VEGF de ratén (Ejemplo 1, Tabla 3). Los anticuerpos biespecificos anti-
VEGF/anti-DLL4 se unen al VEGF humano y DLL4 simultaneamente (Ejemplo 2, Figura 2). Los anticuerpos
biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 inhiben la proliferacion inducida por VEGF de células HUVEC (Ejemplo 3, Figura
3) . Los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 inhiben la sefalizacion Notch inducida por DLL4 (Ejemplo 4,
Figura 4) . Los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 inhiben el crecimiento tumoral (Ejemplos 5, 9, 11y
Figuras 5, 9, 11A-11B). Los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 inhiben la tumorigenicidad (Ejemplos 6 y
10 y Figuras 6, 10) . Los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 se unen tanto a VEGF como DLL4 en un
ELISA biespecifico (Ejemplo 7, Figura 7) . Los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 se aislan y purifican a
un producto que comprende por lo menos 90 % de anticuerpo heterodimérico (Ejemplo 8, Tabla 7).

I. Definiciones
Para facilitar un entendimiento de la presente divulgacion, varios términos y frases se definen a continuacion.

El término "anticuerpo” como se usa en la presente se refiere a una molécula de inmunoglobulina que reconoce y se
une especificamente a un objetivo, tal como una proteina, polipéptido, péptido, carbohidrato, polinucledétido, lipido, o
combinaciones de los anteriores, a través de por lo menos un sitio de reconocimiento a antigeno dentro de la regién
variable de la molécula de inmunoglobulina. Como se usa en la presente, el término abarca anticuerpos policlonales
intactos, anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos de cadena individual, fragmento de anticuerpo (tales como
Fab, Fab’, F(ab’)2, y fragmentos Fv) , anticuerpos Fv de cadena individual (scFv), anticuerpos multiespecificos tales
como anticuerpos biespecificos, anticuerpos monoespecificos, anticuerpos monovalentes, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, proteinas de fusién que comprenden un sitio de unién a antigeno de
un anticuerpo, y cualquier otra molécula de inmunoglobulina modificada que comprende un sitio de reconocimiento a
antigeno (es decir, sitio de uniéon a antigeno) siempre y cuando los anticuerpos muestren la actividad bioldgica
deseada. Un anticuerpo puede ser cualquiera de las cinco clases principales de inmunoglobulina: IgA, IgD, IgE, IgG,
e IgM, o subclases (isotipos) de las mismas (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, y IgA2), basado en la identidad
de sus dominios constantes de cadena pesada referidos como alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las
diferentes clases de inmunoglobulinas tienen estructuras de subunidad diferentes y bien conocidas y configuraciones
tridimensionales. Los anticuerpos pueden ser desnudos o conjugados a otras moléculas, incluyendo pero no limitado
a, toxinas y radioiso6topos.
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El término "fragmento de anticuerpo" se refiere a una porcién de un anticuerpo intacto y se refiere a las regiones
variables de determinacion antigénicas de un anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen,
pero no se limitan a, Fab, Fab’, F(ab’)2, y fragmentos de Fv, anticuerpos lineales, anticuerpos de cadena individual,
y anticuerpos multiespecificos formados de fragmentos de anticuerpo. "Fragmento de anticuerpo” como se usa en la
presente comprende un sitio de unién a antigeno o sitio de unién a epitopo.

El término "region variable" de un anticuerpo se refiere a la region variable de una cadena ligera de anticuerpo o la
regiéon variable de una cadena pesada de anticuerpo, ya sea sola o en combinacién. Las regiones variables de las
cadenas pesadas y ligeras consisten cada una de cuatro regiones marco (FR, por sus siglas en inglés) conectadas
por tres regiones de determinacion de complementariedad (CDRs, por sus siglas en inglés), también conocidas como
"regiones hipervariables". Las CDRs en cada cadena se mantienen juntas en proximidad cercana por regiones de
estructura y, con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién a antigeno del anticuerpo.
Existen por lo menos dos técnicas para determinar las CDRs: (1) un procedimiento basado en la variabilidad de
secuencia de especies cruzadas (es decir, Kabat y colaboradores, 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 52 edicion, National Institutes of Health, Bethesda, MD) , y (2) un procedimiento basado en estudios
cristalograficos de complejos de antigenos- anticuerpo (Al-Lazikani y colaboradores, 1997, J. Mol. Biol., 273:927-948).
Ademas, las combinaciones de estos dos procedimientos se usan algunas veces en la técnica para determinar la
CDRs.

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en la presente se refiere a una poblacion de anticuerpos homogéneos
implicados en el reconocimiento y unién sumamente especifica de un determinante o epitopo antigénico individual.
Esto es en contraste con los anticuerpos monoclonales que incluyen normalmente una mezcla de diferentes
anticuerpos dirigidos contra varios determinantes antigénicos diferentes. El término "anticuerpo monoclonal" abarca
tanto anticuerpos monoclonales intactos como de longitud completa asi como fragmentos de anticuerpo (por ejemplo,
Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv), anticuerpos de cadena individual (scFv), proteinas de fusidon que comprenden una porcion de
anticuerpo, y cualquier otra molécula de inmunoglobulina modificada que comprende un sitio de reconocimiento a
antigeno (sitio de uniéon a antigeno). Adicionalmente, el "anticuerpo monoclonal" se refiere a tales anticuerpos
fabricados por cualquier nimero de técnicas incluyendo pero no limitado a, producciéon de hibridoma, seleccién en
fago, expresién recombinante, y animales transgénicos.

El término "anticuerpo humanizado" como se usa en la presente se refiere a formas de anticuerpos no humanos (por
ejemplo, de murino) que son cadenas de inmunoglobulina especificas, inmunoglobulinas quiméricas, o fragmentos de
las mismas que contienen secuencias no humanas minimas. normalmente, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas en las cuales los residuos de las CDRs se reemplazan por residuos de la CDRs de una
especie no humana (por ejemplo, raton, rata, conejo, o hamster) que tienen la especificidad deseada, afinidad y/o
capacidad de unién (Jones y colaboradores, 1986, Nature, 321:522-525; Riechmann y colaboradores, 1988, Nature,
332:323-327; Verhoeyen y colaboradores, 1988, Science, 239:1534-1536). En algunos casos, los residuos de region
de estructura Fv de una inmunoglobulina humana se reemplazan con los residuos correspondientes en un anticuerpo
de una especie no humana que tienen la especificidad deseada, afinidad, y/o capacidad de union. El anticuerpo
humanizado se puede modificar ademas por la sustitucion de residuos adicionales ya sea en la regidon de estructura
Fv y/o dentro de los residuos no humanos reemplazados para refinar u optimizar la especificidad de anticuerpos,
afinidad, y/o capacidad de unién. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todo de por lo
menos uno, y normalmente dos o tres, dominios variables que contienen, todo o sustancialmente todo de la CDRs que
corresponden a la inmunoglobulina no humana mientras que todas o sustancialmente todas de las regiones de
estructura son aquellas de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también
puede comprender por lo menos una porcion de una regién o dominio constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente
aquella de una inmunoglobulina humana. Ejemplos de métodos usados para generar anticuerpos humanizados se
describen en, por ejemplo, Patente de E.U.A. 5,225,539.

El término "anticuerpo humano" como se usa en la presente se refiere a un anticuerpo producido por un humano o un
anticuerpo que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a un anticuerpo producido por un humano. Un
anticuerpo humano se puede fabricar usando cualquiera de las técnicas conocidas en el campo. Esta definicién de un
anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende CDRs no humanas.

El término "anticuerpo quimérico” como se usa en la presente se refiere a un anticuerpo en donde la secuencia de
aminoacidos de la molécula de inmunoglobulina se deriva de dos 0 mas especies. normalmente, la region variable de
ambas cadenas ligeras y pesadas corresponde a la region variable de anticuerpos derivados de una especie de
mamiferos (por ejemplo, ratén, rata, conejo, etc.) con la especificidad deseada, afinidad, y/o capacidad de unién,
mientras que las regiones constantes corresponden a las secuencias en los anticuerpos derivados de otras especies
(usualmente humano).

La frase "anticuerpo madurado por afinidad" como se usa en la presente se refiere a un anticuerpo con una o mas
alteraciones en una o mas CDRs del mismo que da por resultado una mejora en la afinidad del anticuerpo para el
antigeno, comparado con un anticuerpo precursor que no posee esas alteraciones. La definicion también incluye
alteraciones en los residuos no de CDR hechos en conjuncion con las alteraciones a los residuos CDR. Los anticuerpos
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madurados por afinidad preferidos tendran afinidades nanomolares a un picomolares para el antigeno objetivo. Los
anticuerpos madurados por afinidad se producen por los procedimientos conocidos en el campo. Por ejemplo, Marks
y colaboradores, 1992, Bio/Technology 10:779-783, describe maduracion por afinidad mediante transposicion de
dominio VH y VL. La mutagénesis aleatoria de las CDR y/o los residuos de estructura se describe por Barbas y
colaboradores, 1994, PNAS, 91:3809-3813; Schier y colaboradores, 1995, Gene, 169:147-155; Yelton y
colaboradores, 1995, J. Immunol. 155:1994-2004; Jackson y colaboradores, 1995, J. Immunol., 154:3310-9; y Hawkins
y colaboradores, 1992, J. Mol. Biol., 226:889-896. La mutagénesis dirigida al sitio también se puede usar para obtener
anticuerpos madurados por afinidad.

Los términos "epitopo” y "determinante antigénico" se usan intercambiablemente en la presente y se refieren a esa
porcién de un antigeno capaz de ser reconocida y une especificamente por un anticuerpo particular. Cuando el
antigeno es un polipéptido, los epitopos se pueden formar tanto de aminoacidos contiguos como aminoacidos no
contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados de aminoacidos contiguos
(también referidos como epitopos lineales) se retienen normalmente en la desnaturalizacion de la proteina, mientras
que los epitopos formados por el plegamiento terciario (también referidos como epitopos conformacionales) se pierden
normalmente en la desnaturalizacién de la proteina. Un epitopo incluye normalmente por lo menos 3, y mas
usualmente, por lo menos 5 o 8-10 aminoacidos en una conformacién espacial Unica.

Los términos "molécula heteromultimérica" o "heteromultimero" o "complejo heteromultimérico" o "polipéptido
heteromultimérico" se usan intercambiablemente en la presente para referirse a una molécula que comprende por lo
menos un primer polipéptido y un segundo polipéptido, en donde el segundo polipéptido difiere en la secuencia de
aminoacidos del primer polipéptido por al menos un residuo de aminoacido. La molécula heteromultimérica puede
comprender un "heterodimero” formado por el primero y segundo polipéptido o puede formar estructuras terciarias de
orden superior donde estan presentes los polipéptidos adicionales.

Los términos "antagonista" y "antagonistico" como se usa en la presente se refieren a cualquier molécula que bloquea
parcial o completamente, inhibe, reduce, neutraliza una actividad biolégica de un objetivo y/o rutas de sefializacion
(por ejemplo, la trayectoria Notch). El término "antagonista" se usa en la presente para incluir cualquier molécula que
bloquee parcial o completamente, inhiba, reduzca o neutralice la actividad de una proteina. Las moléculas antagonistas
adecuadas incluyen especificamente, pero no se limitan a, anticuerpos antagonistas o fragmentos de anticuerpo.

Los términos "modulacion" y "modulan” como se usa en la presente se refiere a un cambio o una alteracién en una
actividad bioldgica. La modulacién incluye, pero no se limita a, estimular o inhibir una actividad. La modulacién puede
ser un incremento o una disminucion en la actividad (por ejemplo, una disminucion en la angiogénesis o un incremento
en la angiogénesis), un cambio en las caracteristicas de union, o cualquier otro cambio en las propiedades bioldgicas,
funcionales inmunoldgicas asociadas con la actividad de una proteina, ruta, u otro punto bioldgico de interés.

Los términos "se une selectivamente" o "se une especificamente” significa que un agente de unién o un anticuerpo
reacciona o se asocia mas frecuentemente, mas rapidamente, con mayor duracién, con mayor afinidad, o con alguna
combinacion de lo anterior al epitopo, proteina, o molécula objetivo que con sustancias alternativas, incluyendo
proteinas no relacionadas. En ciertas divulgaciones del presente documento, "se une especificamente" significa, por
ejemplo, que un anticuerpo se une a una proteina con una Kp por lo menos aproximadamente de 1 mM o menos, pero
mas usualmente menor que aproximadamente 1 uM. En ciertas divulgaciones del presente documento, "se une
especificamente" significa que un anticuerpo se une a un objetivo a veces con una Kq de por lo menos
aproximadamente de 0,1 uM o menos, en otras veces por lo menos aproximadamente 0,01 uM o menos, y en otras
veces por lo menos aproximadamente 1 nM o menos. Debido a que la identidad de secuencia entre las proteinas
homologas en diferentes especies, la union especifica puede incluir un anticuerpo que reconoce una proteina en mas
de una especie (por ejemplo, VEGF humano y VEGF de ratén). Del mismo modo, debido a la homologia dentro de
ciertas regiones de las secuencias de polipéptidos de diferentes proteinas, la unién especifica puede incluir un
anticuerpo (u otro polipéptido o agente de unién) que reconoce mas de una proteina (por ejemplo, VEGF-A humana y
VEGF-B humana). Se entiende que, en ciertas divulgaciones del presente documento, un anticuerpo o porcion de
unién que une especificamente un primer objetivo puede o no unirse especificamente a un segundo objetivo. Como
tal "union especifica" no requiere necesariamente (aunque puede incluir) unién exclusiva, unién a un objetivo
individual. De esta manera, un anticuerpo puede, en ciertas divulgaciones del presente documento, unirse
especificamente a mas de un objetivo. En ciertas divulgaciones del presente documento, multiples objetivos se pueden
unir por el mismo sitio de unién a antigeno en el anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo puede, en ciertos casos,
comprender dos sitios de unién a antigenos idénticos, cada uno de los cuales se une especificamente al mismo epitopo
en dos o mas proteinas. En ciertas divulgaciones del presente documento alternativas, un anticuerpo puede ser
multiespecifico y comprende por lo menos dos sitios de unién a antigeno con especificidades diferentes. A manera de
ejemplo no limitante, un anticuerpo biespecifico puede comprender un sitio de unién a antigeno que reconoce un
epitopo en una proteina (por ejemplo, VEGF humanos) y comprende ademas un segundo sitio de unién a antigeno
diferente que reconoce un epitopo diferente en una segunda proteina (por ejemplo, DLL4 humano). Generalmente,
pero no necesariamente, la referencia a la union significa union especifica.

Los términos "polipéptido" y "péptido" y "proteinas" se usan intercambiablemente en la presente y se refieren a
polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender
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aminoacidos modificados, y se puede interrumpir por no aminoacidos. Los términos también abarcan un polimero de
aminoacido que se ha modificado naturalmente o por intervencién; por ejemplo, formacién de unién a disulfuro,
glicosilacion, lapidacion, acetilacion, fosforilacion, o cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como conjugacion
con un componente de etiquetado. También se incluyen dentro de la definicion, por ejemplo, polipéptidos que
contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales), asi como otras
modificaciones conocidas en la técnica. Se entiende, que debido a que los polipéptidos de esta invencion se pueden
basar en anticuerpos, en ciertas divulgaciones del presente documento, los polipéptidos pueden presentarse como
cadenas individuales o cadenas asociadas.

Los términos "polinucleétido" y "acido nucleico" se usan intercambiablemente en la presente y se refieren a polimeros
de nucledtidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos pueden ser desoxirribonucleétidos,
ribonucledtidos, nucleétidos modificados o bases, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que se pueda incorporar en
un polimero por ADN o ARN polimerasa.

"Condiciones de alta severidad" se pueden identificar por aquellos que: (1) emplean resistencia i6nica baja y alta
temperatura para el lavado, por ejemplo cloruro de sodio 15 mM/citrato de sodio 1,5 mM/0,1 % de dodecil sulfato de
sodio a 50°C; (2) emplear durante la hibridacion en un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, 50
% (v/v) de formamida con 0,1 % de albumina de suero bovino/ 0,1 % de Ficol/0,1 % de polivinilpirrolidona/solucion
amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM pH 6.5 en 5x SSC (NaCl 0,75M, citrato de sodio 75 mM) a 42°C; o (3)
emplear durante la hibridacion 50 % de formamida en 5x SSC, fosfato de sodio 50mM (pH 6.8), 0,1 % de pirofosfato
de sodio, 5x de solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén pasado por ondas sonoras (50 ug/ml), 0,1 % de
SDS, y 10 % de sulfato de dextrano a 42°C, con lavados a 42°C a 0,2x de SSC y 50 % formamida, seguido por un
lavado de alta severidad que consiste de 0,1x de SSC que contiene EDTA a 55°C.

Los términos "idéntico" o porcentaje "de identidad" en el contexto de dos o mas &cidos nucleicos o polipéptidos, se
refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son las mismas o tienen un porcentaje especificado de
nucleotidos o residuos de aminoacido que son los mismos, cuando se comparan y se alinean (espacios de
introduccion, si es necesario) para correspondencia maxima, no considerando ninguna sustitucién de aminoacido
conservadoras como parte de la identidad de secuencia. El porcentaje de identidad se puede medir usando software
o algoritmos de comparacién de secuencia o por inspeccion visual. Varios algoritmos y software que se pueden usar
para obtener alineaciones de secuencias de aminoacido o nucleétidos son bien conocidos en el campo. Estos incluyen,
pero no se limitan a, BLAST, ALIGN, Megalign, BestFit, GCG Wisconsin Package, y variaciones de los mismos. En
algunas divulgaciones del presente documento, dos &acidos nucleicos o polipéptidos de la divulgacion son
sustancialmente idénticos, significan que tienen por lo menos 70 %, por lo menos 75 %, por lo menos 80 %, por lo
menos 85 %, por lo menos 90 %, y en algunas divulgaciones del presente documento por lo menos 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 99 % de identidad de residuos de nucleétido o aminoacido, cuando se comparan y se alinean para
correspondencia maxima, como es debido usando un algoritmo de comparacién de secuencia o por inspeccién visual.
En algunas divulgaciones del presente documento, la identidad existe sobre una region de las secuencias que es por
lo menos aproximadamente 10, por lo menos aproximadamente 20, por lo menos aproximadamente 40-60 residuos,
por lo menos aproximadamente 60-80 residuos en longitud o cualquier valor integral entre los mismos. En algunas
divulgaciones del presente documento, la identidad existe sobre una regién mas larga que 60-80 residuos, tal como
por lo menos aproximadamente 80-100 residuos, en algunas divulgaciones del presente documento las secuencias
son sustancialmente idénticas sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan, tal como la region de
codificaciéon de una secuencia de nucleétidos.

Una "sustitucion de aminoacido conservadora" es una en la cual un residuo de aminoacido se reemplaza con otro
residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuo de aminoacido que tienen cadenas
laterales similares se han definido en el campo, incluyendo cadenas laterales basicas, (por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no
cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares
(por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta
ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina,
fenilalanina, triptéfano, histidina). Por ejemplo, la sustitucion de una fenilalanina por una tirosina es una sustitucion
conservadora. De manea preferible, las sustituciones conservadoras en las secuencias de los polipéptidos y
anticuerpos de la invencion no anulan la union del polipéptido o anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos,
al antigeno al cual se unen el polipéptido o anticuerpos. Los métodos para identificar las sustituciones conservadoras
de nucleodtidos o aminoacidos que no eliminan la unién al antigeno son bien conocidos en el campo.

El término "vector" como se usa en la presente significa un constructo, que es capaz de suministrar, y usualmente
expresar, uno o mas gen(es) o secuencia(s) de interés en una célula hospedera. Ejemplos de vectores incluyen, pero
no se limitan a, vectores virales, vectores de expresion de ADN o ARN desnudo, plasmido, césmido, o vectores fago,
vectores de expresion de ADN o ARN asociados con agentes de condensacioén catidnicos, y vectores de expresion de
ADN o ARN encapsulados en liposomas.

Un polipéptido, anticuerpo, polinucledétido, vector, célula, o composicién que se "aisla" es un polipéptido, anticuerpo,
polinucledtido, vector, célula, o composicidon que esta en una forma no encontrada en la naturaleza. Polipéptidos
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aislados, polipéptidos, polinucledtidos, vectores, células, o composiciones incluyen aquellas que se han purificado a
un grado que ya no estan en una forma en la cual se encuentran en la naturaleza. En algunas divulgaciones del
presente documento, un polipéptido, anticuerpo, polinucleétido, vector, célula, o composicidon que se aisla es
sustancialmente pura.

El término "sustancialmente puro" como se usa en la presente se refiere a un material que es por lo menos 50 % puro
(es decir, libre de contaminantes), por lo menos 90 % puro, por lo menos 95 % puro, por lo menos 98 % puro, o por lo
menos 99 % puro.

Los términos "cancer" y "canceroso" como se usa en la presente se refiere a o describe la condicion fisioldgica en
mamiferos en los cuales una poblacidon de células se caracteriza por crecimiento celular no regulado. Ejemplos de
cancer incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, blastoma, sarcoma, y canceres hematolégicos tales como linfoma 'y
leucemia.

Los términos "tumor" y "neoplasma" como se usa en la presente se refiere a cualquier masa de tejido que resulta del
crecimiento celular excesivo o proliferacién, ya sea benigno (no canceroso) o maligno (canceroso) incluyendo lesiones
precancerosas.

Los términos "metastasis" como se usa en la presente se refiere al proceso por el cual un cancer se propaga o
transfiere desde el sitio de origen hasta otras regiones del cuerpo con el desarrollo de una lesién cancerosa similar en
una nueva ubicacién. Una célula "metastasica" o "metastasizante” es una que pierde los contactos adhesivos con
células vecina y migra a través del torrente sanguineo por nudos linfaticos desde el sitio primario de la enfermedad
para invadir las estructuras corporales vecinas.

Los términos "célula madre cancerosa" y "CSC" y "célula madre tumoral" y "célula iniciadora de tumor" se usan
intercambiablemente en la presente y se refieren a células de un cancer o tumor que: (1) tienen capacidad proliferativa
extensiva; (2) son capaces de division células asimétrica para generar uno 0 mas tipos de progenie de células
diferenciadas en donde las células diferenciadas tienen potencial proliferativo o de desarrollo reducido; y (3) son
capaces de divisiones de células simétricas para auto renovacion o auto mantenimiento. Estas propiedades confieren
para las células madre cancerosas la capacidad de formar o establecer un tumor o cancer en trasplante en serie en
un hospedero inmunocomprometido (por ejemplo, un ratén) comparada con la mayoria de las células tumorales que
no logran formar tumores. Las células madre cancerosas se someten al auto renovacion versus diferenciaciéon en una
manera caotica para formar tumores con tipos de células anormales que pueden cambiar a través del tiempo conforme
se presentan las mutaciones.

Los términos "célula cancerosa" y "célula tumoral” se refiere a la poblacion total de células derivadas de un cancer o
tumor o lesién precancerosa, incluyendo ambas células no tumorigénicas, que comprenden el volumen de la poblacién
de células cancerosas, y células madre tumorigénicas (células madre cancerosas) . Como se usa en la presente, los
términos "célula cancerosa" o "célula tumoral" se modificaran por el término "no tumorigénicos" cuando se refiere
solamente a esas células que carecen de la capacidad de renovacion y diferenciarse para distinguir esas células
tumorales de las células madre cancerosas.

El término "tumorigénico” como se usa en la presente se refiere a las caracteristicas funcionales de una célula madre
cancerosa incluyendo las propiedades de auto renovacion (que da origen a células madre cancerosas tumorigénicas
adicionales) y proliferacion para generar otras células tumorales (que da origen a células tumorales diferenciadas y de
esta manera no tumorigénicas).

El término "tumorigenicidad" como se usa en la presente se refiere a la capacidad de una muestra aleatoria de células
del tumor para formar tumores palpables en el trasplante en serie en los hospederos inmunocomprometidos (por
ejemplo, ratones). Esta definicion también incluye poblaciones enriquecidas y/o aisladas de células madre cancerosas
que forman tumores palpables en el trasplante en serie en
hospederos inmunocomprometidos (por ejemplo, ratones).

El término "sujeto" se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero), incluyendo, pero no limitado a, humanos,
primates no humanos, caninos, felinos, roedores, y similares, que van a ser el recipiente de un tratamiento particular.
normalmente, los términos "sujeto” y "paciente” se usan intercambiablemente en la presente en referencia a un sujeto
humano.

El término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a un producto o compuesto aprobado (o aprobable) por una
agencia reguladora del gobierno Federal o gobierno estatal o listado en la Farmacopea de E.U.A u otra farmacopea
generalmente reconocida para el uso en animales, incluyendo humanos.

Los términos "excipiente, portador o adyuvante farmacéuticamente aceptable" o "portador farmacéutico aceptable" se
refiere a un excipiente, portador o adyuvante que se puede administrar a un sujeto, junto con por lo menos un agente
de union (por ejemplo, un anticuerpo) de la presente descripcion, y que no destruye la actividad del agente de union.
El excipiente, portador o adyuvante no deben ser toxicos cuando se administran con un agente de unién en dosis
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suficientes para administrar un efecto terapéutico.

Los términos "cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" o "efecto terapéutico" se refieren a una
cantidad de un agente de unién, un anticuerpo, polipéptido, polinucleétido, molécula organica pequefia, u otro farmaco
efectivo para "tratar" una enfermedad o trastorno en un sujeto o mamifero. En el caso de cancer, la cantidad
terapéuticamente efectiva de un farmaco (por ejemplo, un anticuerpo) tiene un efecto terapéutico y como tal puede
reducir el numero de células cancerosas; disminuir la tumorigenicidad, frecuencia tumorigénica o capacidad
tumorigénica; reduce el numero de frecuencia de células madre cancerosas; reduce el tamafo del tumor; reduce la
poblacion de células cancerosas; inhibe y/o detiene la infiltracion de células cancerosas en 6rganos periféricos
incluyendo, por ejemplo, la propagacién de cancer en el tejido blando y huesos; inhibe y/o detiene la metastasis de
células tumorales o cancerosas; inhibe y/o detiene el crecimiento de células tumorales o cancerosas; alivia a un grado
uno o mas de los sintomas asociados con el cancer; reduce la morbidez y mortalidad; mejora la calidad de vida; o una
combinacion de tales efectos. En la medida en que el agente, por ejemplo, un anticuerpo, prevenga el crecimiento y/o
extermine células cancerosas existentes, se puede referir como citostatico y/o citotoxico.

Los términos "que trata" o "tratamiento" o "trata" o "que alivia" o "alivia" se refiere a tanto 1) mediciones terapéuticas
que curan, desaceleran, reducen los sintomas de y/o detienen la progresion de una condicion o trastorno patoldgico
diagnosticado y 2) medidas profilacticas o preventivas que previene o desaceleran el desarrollo de una condicion o
trastorno patoldgico objetivo. De esta manera aquellas personas sin necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya
con el trastorno, aquellos propensos a tener el trastorno; y aquellos a quienes el trastorno se va a prevenir. En algunas
divulgaciones del presente documento, un sujeto es exitosamente "tratado" de acuerdo con los métodos de la presente
divulgacion si el paciente muestra uno o mas de lo siguiente: una reduccién en el nimero de o ausencia completa de
células cancerosas; una reduccion en el tamafo del tumor; inhibicion de o una ausencia de infiltracion de células
cancerosas en los 6rganos periféricos incluyendo la propagacion de células cancerosas en el tejido blando y huesos;
inhibicion de o una ausencia de metéstasis de células tumorales o cancerosas; inhibicion o una ausencia del
crecimiento canceroso; alivio de uno o mas sintomas asociados con el cancer especifico; morbidez y mortalidad
reducidas; mejora en la calidad de vida; reduccion en la tumorigenicidad; reduccion en el numero o frecuencia de
células madre cancerosas; 0 alguna combinacion de los efectos.

Como se usa en la presente descripcidn y en las reivindicaciones, las formas singulares "un", "una”, "el" y "la" incluyen
formas plurales a menos que el contexto lo indique claramente de otra manera.

Se entiende que donde las divulgaciones del presente documento se describan en la presente con el lenguaje "que
comprende" de otra manera las divulgaciones del presente documento analogas descritas en los términos de "que
consiste de" y/ "que consiste esencialmente de" también se proporcionan. También se entiende que donde las
divulgaciones del presente documento se describan en la presente con el lenguaje "que consiste esencialmente de"
de otra manera las divulgaciones del presente documento analogas descritas en los términos de "que consiste de"
también se proporcionan.

El término "y/0" como se usa en la frase tal como "A y/o B" en la presente se propone incluir tanto Ay B; Ao B; A
(sola); y B (sola). Del mismo modo el término "y/o" como se usa en una frase tal como "A, B, y/o C" se propone para
abarcar cada una de las siguientes divulgaciones del presente documento: A, B,y C; A,B,0C; Ao C;A0B;BoC;A
y C; Ay B; By C; A (sola); B (sola); y C (sola).

Il. Anticuerpos

La presente divulgacion proporciona agentes que se unen especificamente a las proteinas VEGF humanas y/o
proteinas DLL4 humano. Estos agentes se refieren en la presente como "agentes de union a VEGF/DLL4". La frase
"agente de uniéon a VEGF/DLL4" abarca a agentes que se unen solamente de VEGF, agentes que se unen solamente
de DLL4, y agentes biespecificos que se unen tanto a VEGF como DLL4. En ciertas divulgaciones del presente
documento, ademas de unirse especificamente a VEGF y/o DLL4, los agentes de unién a VEGF/DLL4 se unen
especificamente ademas a por lo menos un objetivo o antigeno adicional. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo. En algunas divulgaciones del presente documento, el
agente de unién a VEGF/DLL4 es un polipéptido. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién
a VEGF/DLL4 se une especificamente a VEGF humano. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente
de union a VEGF/DLL4 se une especificamente a DLL4 humano. En ciertas divulgaciones del presente documento, el
agente de union a VEGF/DLL4 es un biespecifico. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de
union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que se une especificamente al VEGF humano y DLL4 humano. Las
secuencias de aminoacidos (aa) de longitud completa para el VEGF humano (VEGF-A) y DLL4 humano son conocidas
en la técnica y se proporciona en la presente como SEQ ID NO: 27 (VEGF) y SEQ ID NO:23 (DLL4).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 o anticuerpo se une a VEGF y/o
DLL4 con una constante de disociacion (Kp) de aproximadamente 1 uM o menor, aproximadamente 100 nM o menor,
aproximadamente 40 nM o menor, aproximadamente 20 nM o menor, aproximadamente 10 nM o menor,
aproximadamente 1 nM o menor, o aproximadamente 0,1 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente
documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 o anticuerpo se unen a VEGF y/o DLL4 con una Kp de aproximadamente
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20 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 o anticuerpo se
une a VEGF y/o DLL4 con una Ko de aproximadamente 10 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente
documento, un agente de unidon a VEGF/DLL4 o anticuerpo se une a VEGF y/o DLL4 con una Kb de aproximadamente
1 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 o anticuerpo se
une a VEGF y/o DLL4 con una Kp de aproximadamente 0,1 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 se une a tanto VEGF humano como VEGF de ratén con una Kp de
aproximadamente 100 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a
VEGF/DLL4 se une tanto a VEGF humano como VEGF de ratén con una Ko de aproximadamente 50 nM o menor. En
algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 se une a tanto DLL4 humano como
DLL4 de ratén con una K4 de aproximadamente 100 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento,
un agente de union a VEGF/DLL4 se une tanto a DLL4 humano como a DLL4 de ratdn con una Ko de aproximadamente
50 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, la constante de disociacion del agente de unién
(por ejemplo, un anticuerpo) a VEGF es la constante de disociacion determinada usando una proteina de fusion VEGF
que comprende por lo menos una porcion del VEGF inmovilizado sobre un chip Biacore. En algunas divulgaciones del
presente documento, la constante de disociacion del agente de unién (por ejemplo, un anticuerpo) a DLL4 es la
constante de disociacion determinada usando una proteina de fusion DLL4 que comprende por lo menos una porcién
de DLL4 inmovilizado sobre un chip Biacore.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF y un segundo sitio de unién
a antigeno que se une especificamente a DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de
unién a VEGF/DLL4 o anticuerpo se une tanto a VEGF como DLL4 con una Kp de aproximadamente 100 nM o menor.
En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 o anticuerpo se une tanto a
VEGF como a DLL4 con una Kq de aproximadamente 50 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente
documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 o anticuerpo se une tanto a VEGF como DLL4 con una Kp de
aproximadamente 20 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de union a
VEGF/DLL4 o anticuerpo se une tanto a VEGF como DLL4 con una Ka of aproximadamente 10 nM o menor. En
algunas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 o anticuerpo se une tanto a VEGF
como DLL4 con una Kp de aproximadamente 1 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, la
afinidad de uno de los sitios de unién del antigeno puede ser mas débil que la afinidad del otro sitio de unién a antigeno.
Por ejemplo, la Ko de un sitio de unién a antigeno puede ser de aproximadamente 1 nM y la K4 del segundo sitio de
unioén a antigeno puede ser de aproximadamente 10 nM. En algunas divulgaciones del presente documento, la
diferencia en la afinidad entre los dos sitios de unién a antigeno puede ser de aproximadamente 2 veces o mas, de
aproximadamente 3 veces o mas, de aproximadamente 5 veces o mas, de aproximadamente 8 veces o mas, de
aproximadamente 10 veces o mas, de aproximadamente 15 veces o mas, de aproximadamente 20 veces o mas, de
aproximadamente 30 veces o mas, de aproximadamente 50 veces o mas, o de aproximadamente 100 veces o0 mas.
La modulacién de las afinidades de los sitios de unién a antigeno puede afectar la actividad biolégica del anticuerpo
biespecifico. Por ejemplo, la disminucion de la afinidad del sitio de unién a antigeno para DLL4 o VEGF, puede tener
un efecto deseable, por ejemplo, toxicidad disminuida del agente de union o indice terapéutico incrementado.

A manera de ejemplo no limitante, el anticuerpo biespecifico puede comprender (a) un primer sitio de unién a antigeno
que se une a VEGF humano con una Kb entre aproximadamente 0,1 nM y aproximadamente 1,0 nM, (b) un segundo
sitio de unién a antigeno que se une especificamente DLL4 humano con una Kp entre aproximadamente 0,1 nM y
aproximadamente 20 nM, entre aproximadamente 0,5 nM y aproximadamente 20 nM, entre aproximadamente 1,0 nM
y 10 nM. En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende dos cadenas ligeras
idénticas.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se
une a VEGF y/o DLL4 con una concentracion efectiva maxima media (ECso) de aproximadamente 1 uM o menor, de
aproximadamente 100 nM o menor, de aproximadamente 40 nM o menor, de aproximadamente 2 0 nM o menor, de
aproximadamente 10 nM o menor, de aproximadamente 1 nM o menor, o aproximadamente 0,1 nM o menor.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es un anticuerpo recombinante. En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En algunas divulgaciones del presente documento,
el anticuerpo es un anticuerpo quimérico. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es un
anticuerpo humanizado. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es un anticuerpo humano.
En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es un anticuerpo IgA, IgD, IgE, I1gG, o IgM. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es un anticuerpo IgG1. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo es un anticuerpo IgG2. En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es
un fragmento de anticuerpo que comprende un sitio de unién a antigeno. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico. En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo es monovalente, monoespecifico, bivalente, o multiespecifico. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo se conjuga a una porcion citotéxica. En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo se aisla. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es sustancialmente puro.
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Los agentes de uniéon a VEGF/DLL4 (por ejemplo, anticuerpos) de la presente invencion se pueden someter a ensayo
par unién especifica por cualquier método conocido en el campo. Los inmunoensayos que se pueden usar incluyen,
pero no se limitan a, sistemas de ensayo competitivos y no competitivos que usan técnicas tales como analisis Biacore,
analisis FACS, inmunofluorescencia, inmunocitoquimica, analisis Western blot, radioinmunoensayo, ELISA,
inmunoensayo de "emparedado”, ensayo de inmunoprecipitacion, reaccion de precipitacion, reaccion de precipitacion
de difusién en gel, ensayo de inmunodifusidn, ensayo de aglutinacion, y ensayo de fijaciéon de complemento, ensayo
inmunoradiométrico, inmunoensayo fluorescente, ensayo de fluorescencia resuelta en el tiempo homogéneo (HTRF,
por sus siglas en inglés), e inmunoensayo de proteina A. Tales ensayos son de rutina y bien conocidos en el campo
(véase, por ejemplo, Ausubel y colaboradores, Editores, 1994-present, Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY).

Por ejemplo, la union especifica de un anticuerpo a VEGF humano y/o DLL4 humano se puede determinar usando el
ELISA. Un ensayo ELISA comprende preparar el antigeno, recubrir los pocillos de una placa de microtitulo de 96
pocillos con antigeno, agregar el anticuerpo u otro agente de unién conjugado a un compuesto detectable tal como un
substrato enzimatico (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina) al pocillo, incubar durante un
periodo de tiempo, y detectar la presencia del agente de union unido al antigeno. En algunas divulgaciones del
presente documento el agente de unién o anticuerpo no se conjuga a un compuesto detectable, sino en cambio un
segundo anticuerpo que reconoce el agente de unién o anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-Fc) y se conjuga
a un compuesto detectable se agrega al pocillo. En algunas divulgaciones del presente documento, en lugar de recubrir
el pocillo con el antigeno, el agente de unién o anticuerpo se puede recubrir al pocillo y un segundo anticuerpo
conjugado a un compuesto detectable se puede agregar después de la adicidon del antigeno al pocillo recubierto. Una
persona de experiencia en el campo estaria bien informada en cuanto los parametros que se pueden modificar para
incrementar la sefial detectada, asi como otras variaciones de los ELISAs conocidos en la técnica.

En otro ejemplo, la unién especifica de un anticuerpo a VEGF humano y/o DLL4 humano se puede determinar usando
el FACS. Un ensayo de clasificacion FACS puede comprender generar un constructo de ADNc que exprese un
antigeno como una proteina de fusién, transfecte el constructo en las células, exprese el antigeno sobre la superficie
de las células, mezcle el agente de unién o anticuerpo con las células transfectadas, e incube durante un periodo de
tiempo. Las células unidas por el agente de unién o anticuerpo se pueden identificar al usar un anticuerpo secundario
conjugado a un compuesto detectable. (Por ejemplo, anticuerpo anti-Fc conjugado con PE) y un citémetro de flujo.
Una persona de experiencia en el campo estaria bien informada en cuanto a los parametros que se pueden modificar
para optimizar la sefial detectada, asi como otras variaciones de FACS que pueden mejorar la clasificacion (por
ejemplo, clasificacion para bloquear los anticuerpos).

La afinidad de unién de un anticuerpo u otro agente de union a un antigeno (por ejemplo, VEGF o DLL4) y la constante
de disociacién de una interaccion de anticuerpo- antigeno se puede determinar por ensayos de union competitivos.
Un ejemplo de un ensayo de unidn competitivo es un radioinmunoensayo que comprende la incubacion del antigeno
etiquetado (por ejemplo, H o I), o fragmento o variante del mismo, con el anticuerpo de interés en presencia de
cantidades de incremento del antigeno no etiquetado seguido por la deteccién del anticuerpo unido al antigeno
etiquetado. La afinidad del anticuerpo para el antigeno y las constantes de disociacion de union se puede determinar
a partir de los datos por y el analisis grafico de Scatchard. En algunas divulgaciones del presente documento, el
analisis cinético Biacore se usa para determinar la constante de asociacion y disociacion de la unién de los anticuerpos
0 agentes que se unen a un antigeno (por ejemplo, VEGF o DLL4). El analisis cinético Biacore comprende analizar la
unioén y la disociacion de los anticuerpos de los chips con el antigeno inmovilizado (por ejemplo, VEGF o DLL4) sobre
su superficie.

En ciertas divulgaciones del presente documento, la invencion proporciona un agente de unién a VEGF (por ejemplo,
un anticuerpo) que se une especificamente al VEGF humano, en donde el agente de unién a VEGF (por ejemplo, un
anticuerpo) comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco y/o seis de las CDRs del anticuerpo 219R45 (véase la Tabla 1).
En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF comprende una o mas de las CDRs
de 219R45, dos 0 mas de las CDRs de 219R45, tres o mas de las CDRs de 219R45, cuatro o mas de las CDRs de
219R45, cinco o mas de las CDRs de 219R45, o seis de las CDRs de 219R45. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de unién a VEGF se une a VEGF humano y VEGF de ratén.
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Tabla 1
219R45

HC CDR1 NYWMH (SEQ ID NO:17)
HC CDR2 DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18)
HC CDR3 HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19)
LC CDR1 RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20)
LC CDR2 AASNQGS (SEQ ID NO:21)
LC CDR3 QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22)

La divulgacion también proporciona un agente de unién a VEGF (por ejemplo, un anticuerpo) que se une
especificamente al VEGF humano, en donde el agente de uniéon a VEGF comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR
(SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19). En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF comprende ademas una CDR1 de cadena ligera
que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ
ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En ciertas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ
ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19), y (b) una CDR1 de
cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende
AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

La divulgacion también proporciona un agente de unién a VEGF (por ejemplo, un anticuerpo) que se une
especificamente a VEGF humano, en donde el agente de uniéon a VEGF comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada
que comprende NYWMH (SEQ ID NO: 17), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de
aminoacido; (b) una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; (c) una CDR3 de cadena pesada que
comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones
de aminoacido; (d) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), o una variante
de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; (e) una CDR2 de cadena ligera que comprende
AASNQGS (SEQ ID NO:21), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, 0 4 sustituciones de aminoacido; y (f)
una CDRS3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22), o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido. En ciertas divulgaciones del presente documento, las
sustituciones de aminoacido son sustituciones conservadoras.

La divulgacion también proporciona un agente de unién a VEGF (por ejemplo, un anticuerpo) que se une
especificamente VEGF, en donde el agente de uniéon a VEGF comprende una regién variable de cadena pesada que
tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, y una regioén variable de
cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del
presente documento, el agente de unidon a VEGF comprende una region variable de cadena pesada que tiene por lo
menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo
menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11.
En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF comprende una region variable de
cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos
aproximadamente 95 %, por lo menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF
comprende una region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:11, y una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de
identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF
comprende una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:11, y una region variable de cadena
ligera que comprende SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF
comprende una region variable de cadena pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:11, y una region variable
de cadena ligera que consiste esencialmente de SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento,
el agente de unién a VEGF comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO:49, y una cadena ligera que
comprende SEQ ID NO:8. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo de unién a VEGF u otro
agente comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO:7, y una cadena ligera que comprende SEQ ID
NO:8.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF se une a VEGF con una Kb de
aproximadamente 10 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF se
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une a VEGF con una Kb de aproximadamente 1 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, el
agente de union a VEGF se une a VEGF con una Kad de aproximadamente 0,1 nM o menor. En algunas divulgaciones
del presente documento, el agente de unién a VEGF se une a VEGF con una Kq de aproximadamente 0,01 nM o
menor. En algunas divulgaciones del presente documento, por Io menos residuo de aminoacido en por lo menos una
CDR del agente de union a VEGF se sustituye con un aminoacido diferente de modo que la afinidad del agente de
union a VEGF para VEGF se altera. En algunas divulgaciones del presente documento, la afinidad del agente de unién
a VEGF se incrementa. En algunas divulgaciones del presente documento, la afinidad del agente de unién a VEGF se
disminuye. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF se une a VEGF humano.
En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF se une a VEGF humano y VEGF de
raton.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF comprende la regién variable de cadena
pesaday la region variable de cadena ligera del anticuerpo 219R45. En ciertas divulgaciones del presente documento,
el agente de unién a VEGF comprende la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo 219R45 (con o sin la
secuencia lider). En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF es el anticuerpo
219R45.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF comprende, consiste esencialmente
de, o consiste del anticuerpo 219R45.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF (por ejemplo, un anticuerpo) se une al
mismo epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en VEGF como un anticuerpo de la divulgacion. En otra modalidad,
un agente de unién a VEGF es un anticuerpo que se une a un epitopo en VEGF que se traslapa con el epitopo en el
VEGF unido por un anticuerpo de la divulgacién. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién
a VEGF (por ejemplo, un anticuerpo) se une al mismo epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en VEGF como el
anticuerpo 219R45. En otra divulgacion del presente documento, el agente de unién a VEGF es un anticuerpo que se
une a un epitopo en VEGF que se traslapa con el epitopo en el VEGF unido por el anticuerpo 219R45.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF inhibe la unién de VEGF a por lo menos
un receptor VEGF. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF inhibe la unién de
VEGF humano a VEGFR-1 o VEGFR-2. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union a
VEGF se une especificamente VEGF y modula la angiogénesis. En algunas divulgaciones del presente documento,
el agente de union a VEGF se une especificamente VEGF e inhibe la angiogénesis. En algunas divulgaciones del
presente documento, el agente de union a VEGF se une especificamente VEGF e inhibe el crecimiento tumoral.

En ciertas divulgaciones del presente documento, la invencidn proporciona un agente de unién a DLL4 (por ejemplo,
un anticuerpo) que se une especificamente al DLL4 humano, en donde el agente de unién a DLL4 (por ejemplo, un
anticuerpo) comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, y/o seis de las CDRs del anticuerpo 21R79 (véase la Tabla 2).
En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende una o mas de las CDRs
21R79, dos 0 mas de las CDRs 21R79, tres o mas de las CDRs 21R79, cuatro o mas de las CDRs 21R79, cinco o
mas de las CDRs 21R79, o seis de las CDRs 21R79. La divulgacion también proporciona un agente de unién a DLL4
(por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente DLL4 humano, en donde el agente de unién a DLL4 (por
ejemplo, un anticuerpo) comprende una, dos , tres, cuatro, cinco, y/o seis de las CDRs del anticuerpo (véase la Tabla
2). En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende una o mas de las CDRs
21R75, dos 0 mas de las CDRs 21R75, tres o mas de las CDRs 21R75, cuatro o mas de las 21R75, cinco o mas de
las CDRs 21R75, o seis de las CDRs 21R75. La divulgacién también proporciona un agente de unién a DLL4 (por
ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente al DLL4 humano, en donde el agente de unién a DLL4 (por
ejemplo, un anticuerpo) comprende una, dos, tres, cuatro, cinco y/o seis de las CDRs del anticuerpo 21R83 (véase la
Tabla 2). En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende una o mas de las
CDRs 21R83, dos 0 mas de las CDRs 21R83, tres o mas de las CDRs 21R83, cuatro o mas de las CDRs 21R83, cinco
o mas de las CDRs 21R83, o seis de las CDRs de 21R83. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente
de union a DLL4 se une a DLL4 humano y DLL4 de raton.
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Tabla 2

21R7 9 21R75 21R83
HC
CDR1 TAYYIH (SEQ ID NO:13) TAYYIH (SEQ ID NO:13) TAYYIH (SEQ ID NO:13)
HC YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ|YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ|YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ
CDR2 [ID NO:14) ID NO:59) ID NO:65)
HC RDYDYDVGMDY (SEQ IDRDYDYDVGMDY (SEQ IDRDYDYDVGMDY (SEQ ID
CDR3 [NO:16) NO:16) NO:16)
LC RAS ESVDNY GISFMK (SEQRAS ESVDNY GISFMK (SEQRAS ESVDNY GISFMK (SEQ
CDR1 ID NO:20) ID NO:20) ID NO:20)
LC
CDR2 AASNQGS (SEQ ID NO:21)  |AASNQGS (SEQ ID NO:21)  |AASNQGS (SEQ ID NO:21)
LC QQSKEVPWTFGG (SEQ IDIQQSKEVPWTFGG (SEQ IDIQQSKEVPWTFGG (SEQ ID
CDR3 [NO:22) NO:22) NO:22)

En ciertas divulgaciones del presente documento, la CDR1 de cadena pesada del anticuerpo de unién a DLL4 es una
HC CDR1 minima que comprende AYYIH (SEQ ID NO:79).

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién es un anticuerpo que se une al DLL4 humano
y comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO: 79), una
CDR2 de cadena pesada que comprende YIX1X2YX3XsATNYNQKFKG (SEQ ID NO:80), en donde X1 es serina o
alanina, Xz es serina, asparagina, o glicina, X3 es asparagina o lisina, y X4 es glicina, arginina, o acido aspartico, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y una CDR1 de cadena ligera que
comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID
NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

La invencién también proporciona un agente de unién a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente
DLL4 humano, en donde el agente de union a DLL4 comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH
(SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), y una
CDRS de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16). En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de unidon a DLL4 comprende ademas una CDR1 de cadena ligera que comprende
RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y
una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En ciertas divulgaciones del
presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH
(SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO: 14), y una
CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16), y (b) una CDR1 de cadena ligera que
comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID
NO:21), y una CDRS de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

La invencién también proporciona un agente de union a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente
DLL4 humano, en donde el agente de unidon a DLL4 comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende
TAYYIH (SEQ ID NO:13), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, 0 4 sustituciones de aminoacido; (b) una
CDR2 de cadena pesada que comprende YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; (c) una CDR3 de cadena pesada que comprende
RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de
aminoacido; (d) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), o una variante
de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; (e) una CDR2 de cadena ligera que comprende
AASNQGS (SEQ ID NO:21), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; y (f)
una CDRS3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22), o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido. En ciertas divulgaciones del presente documento, las
sustituciones de aminoacido son sustituciones conservadoras.

La invencion también proporciona un agente de unién a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente
DLL4, en donde el agente de unién a DLL4 comprende una region variable de cadena pesada que tiene por lo menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:10, y una regioén variable de cadena ligera que tiene
por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el
agente de unién a DLL4 comprende una region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente
85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo menos aproximadamente
97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:10. En ciertas divulgaciones
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del presente documento, el agente de uniéon a DLL4 comprende una regién variable de cadena ligera que tiene por lo
menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo
menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12.
En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende una region variable de cadena
pesada que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 10, y una region
variable de cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12.
En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende una regién variable de cadena
pesada que comprende SEQ ID NO:10, y una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:12. En
ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende una regién variable de cadena
pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:10, y una regiéon variable de cadena ligera que consiste
esencialmente de SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4
comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO:48, y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO:8.
En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo de union a DLL4 u otro agente comprende una
cadena pesada que comprende SEQ ID NO:6, y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO:8. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico.

La divulgacion también proporciona un agente de union a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une
especificamente DLL4 humano, en donde el agente de unién a DLL4 comprende una CDR1 de cadena pesada que
comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ
ID NO:59), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16). En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende ademas una CDR1 de cadena ligera
que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ
ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En ciertas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ
ID NO: 59), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16), y (b) una CDR1 de
cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende
AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

La divulgacion también proporciona un agente de union a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une
especificamente DLL4 humano, en donde el agente de unién a DLL4 comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada
que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de
aminoacido; (b) una CDR2 de cadena pesada que comprende YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO:59), o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; (c) una CDR3 de cadena pesada que
comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones
de aminoacido; (d) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), o una variante
de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; (e) una CDR2 de cadena ligera que comprende
AASNQGS (SEQ ID NO:21), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; y (f)
una CDRS3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22), o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido. En ciertas divulgaciones del presente documento, las
sustituciones de aminoacido son sustituciones conservadoras.

La divulgacion también proporciona un agente de union a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une
especificamente DLL4, en donde el agente de unién a DLL4 comprende una regién variable de cadena pesada que
tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:58, y una regioén variable de
cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del
presente documento, el agente de uniéon a DLL4 comprende una regidn variable de cadena pesada que tiene por lo
menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo
menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:58.
En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende una region variable de cadena
ligera que tiene por lo menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos
aproximadamente 95 %, por lo menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4
comprende una region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:58, y una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de
identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4
comprende una regioén variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:58, y una region variable de cadena
ligera que comprende SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4
comprende una region variable de cadena pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:58, y una region variable
de cadena ligera que consiste esencialmente de SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento,
el agente de unién a DLL4 comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO:56, y una cadena ligera que
comprende SEQ ID NO:8.

La divulgacion también proporciona un agente de unién a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une

especificamente DLL4 humano, en donde el agente de unién a DLL4 comprende una CDR1 de cadena pesada que
comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ
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ID NO:65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16). En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende ademas una CDR1 de cadena ligera
que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ
ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En ciertas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ
ID NO: 65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16), y (b) una CDR1 de
cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende
AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

La divulgacion también proporciona un agente de union a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une
especificamente DLL4 humano, en donde el agente de unién a DLL4 comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada
que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de
aminoacido; (b) una CDR2 de cadena pesada que comprende YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; (c) una CDR3 de cadena pesada que
comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones
de aminoacido; (d) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), o una variante
de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; (e) una CDR2 de cadena ligera que comprende
AASNQGS (SEQ ID NO:21), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido; y (f)
una CDRS3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22), o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3, o 4 sustituciones de aminoacido. En ciertas divulgaciones del presente documento, las
sustituciones de aminoacido son sustituciones conservadoras.

La divulgacion también proporciona un agente de uniéon a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) que se une
especificamente DLL4, en donde el agente de uniéon a DLL4 comprende una regién variable de cadena pesada que
tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:64, y una region variable de
cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del
presente documento, el agente de uniéon a DLL4 comprende una regién variable de cadena pesada que tiene por lo
menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo
menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:64.
En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende una regién variable de cadena
ligera que tiene por lo menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos
aproximadamente 95 %, por lo menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a DLL4
comprende una region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:64, y una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de
identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4
comprende una region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:64, y una region variable de cadena
ligera que comprende SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4
comprende una region variable de cadena pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:64, y una region variable
de cadena ligera que consiste esencialmente de SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento,
el agente de union a DLL4 comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO:62, y una cadena ligera que
comprende SEQ ID NO:8. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente es un anticuerpo biespecifico.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 es un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que comprende SEQ ID NO:5, y una cadena ligera que comprende SEQ ID NO:8. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union a DLL4 se une a DLL4 con una Kb de 25 nM o
menor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union a DLL4 se une a DLL4 con una Kq de
10 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 se une a DLL4 con una
Kb de aproximadamente 1 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4
se une a DLL4 con una Kb de aproximadamente 0,1 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento,
el agente de union a DLL4 se une a DLL4 con una Kb de aproximadamente 0,01 nM o menor. En algunas divulgaciones
del presente documento, por lo menos residuo de aminoacido en por lo menos una CDR del agente de unién a DLL4
se sustituye con un aminoacido diferente de modo que la afinidad de agente de unién a DLL4 para DLL4 se altera. En
algunas divulgaciones del presente documento, la afinidad del agente de uniéon a DLL4 se incrementa. En algunas
divulgaciones del presente documento, la afinidad del agente de unién a DLL4 se disminuye.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de union a DLL4 comprende la region variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera del anticuerpo 21R79. En ciertas divulgaciones del presente documento,
el agente de unién a DLL4 comprende la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo 21R79 (con o sin la
secuencia lider). En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de union a DLL4 es el anticuerpo 21R79.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de union a DLL4 comprende, que consiste esencialmente
de, o consiste de, el anticuerpo 21R79.
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En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende la region variable de cadena
pesada vy la region variable de cadena ligera del anticuerpo 21R75. En ciertas divulgaciones del presente documento,
el agente de union a DLL4 comprende la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo 21R75 (con o sin la
secuencia lider). En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 es el anticuerpo 21R75.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de union a DLL4 comprende, que consiste esencialmente
de, o consiste de, el anticuerpo 21R75.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 comprende la region variable de cadena
pesada vy la region variable de cadena ligera del anticuerpo 21R83. En ciertas divulgaciones del presente documento,
el agente de union a DLL4 comprende la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo 21R83 (con o sin la
secuencia lider). En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 es el anticuerpo 21R83.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de union a DLL4 comprende, que consiste esencialmente
de, o consiste de, el anticuerpo 21R83.

En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a DLL4 se une a un fragmento N-terminal de
DLL4 humano (aminoacidos 1191 de SEQ ID NO: 24) . En algunas divulgaciones del presente documento, el agente
de unién a DLL4 se une a un epitopo que comprende los aminoacidos 40-47 de SEQ ID NO:25. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 se une a un epitopo que comprende los aminoacidos
113-120 de SEQ ID NO:25. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 se une a
un epitopo que comprende los aminoacidos 40-47 de SEQ ID NO:25 y los aminoacidos 113-120 d SEQ ID NO:25.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se une al
mismo epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en DLL4 as un anticuerpo de la invencion. En otra modalidad, un
agente de unién a DLL4 es un anticuerpo que se une a un epitopo en DLL4 que se traslapa por el epitopo en DLL4
unido por un anticuerpo de la divulgacién. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a
DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se une al mismo epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en DLL4 como el
anticuerpo 21R79. En otra modalidad, el agente de unién a DLL4 es un anticuerpo que se une a un epitopo en DLL4
que se traslapa por el epitopo en DLL4 unido por el anticuerpo 21R79. En ciertas divulgaciones del presente
documento, un agente de unién a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se une al mismo epitopo, o esencialmente al
mismo epitopo, en DLL4 como un anticuerpo 21R75. En otra modalidad, el agente de unién a DLL4 es un anticuerpo
que se une a un epitopo en DLL4 que se traslapa por el epitopo en DLL4 unido por el anticuerpo 21R75. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de unién a DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se une al mismo
epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en DLL4 como el anticuerpo 21R83. En otra modalidad, el agente de unién
a DLL4 es un anticuerpo que se une a un epitopo en DLL4 que se traslapa por el epitopo en DLL4 unido por el
anticuerpo 21R83.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 inhibe la unién de DLL4 a por lo menos
un receptor Notch. En ciertas divulgaciones del presente documento, el receptor Notch es Notch1, Notch2, Notch3, o
Notch4. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union a DLL4 se une especificamente DLL4
e inhibe la actividad de DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 se une
especificamente DLL4 e inhibe la sefializacion Notch. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de
unién a DLL4 se une especificamente DLL4 y modula la angiogénesis. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de union a DLL4 se une especificamente DLL4 e inhibe el crecimiento tumoral. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a DLL4 se une especificamente DLL4 e inhibe la
tumorigenicidad. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniébn a DLL4 se une
especificamente DLL4 y reduce el nimero de frecuencia de CSCs en un tumor.

La divulgacion también proporciona un agente de union a VEGF/DLL4 que es un anticuerpo biespecifico. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende
un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente al VEGF humano. En algunas divulgaciones del
presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende un primer sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF humano y un segundo sitio de unién a antigeno que se une
a un objetivo asociado al tumor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4
es un anticuerpo biespecifico que comprende: un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF
humano, en donde el primer sitio de uniéon a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende
NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18),
y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19). En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende ademas: una CDR1 de cadena ligera que comprende
RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y
una CDRS3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del
presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende: un primer sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno
comprende (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO: 17), una CDR2 de cadena pesada
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que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19), y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende RAS E SVDNYGIS FMK (SEQ
ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera
que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que
comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:11. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico
comprende ademas una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia a
SEQ ID NO: 12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 biespecifico
comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 85 %, por lo
menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo menos aproximadamente 97 %, o por lo
menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, y una region variable de cadena ligera
que tiene por lo menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente
95 %, por lo menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ
ID NO:12.

La divulgacion también un agente de unién a VEGF/DLL4 que es un anticuerpo biespecifico. En algunas divulgaciones
del presente documento, el agente de union VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende un primer sitio
de unidén a antigeno que se une especificamente DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento,
el agente de union VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende un primer sitio de unién a antigeno que
se une especificamente DLL4 humano y un segundo sitio de unién a antigeno que se une a un objetivo asociado a
tumor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unidon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo
biespecifico que comprende: un primer sitio de uniéon a antigeno que se une especificamente a DLL4 humano, en
donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID
NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO:79), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIXiX2YX3sX4sATNYNQKFKG (SEQ
ID NO: 80), en donde X2 es serina o alanina, X2 es serina, asparagina, o glicina, X3 es asparagina o lisina, y X4 es
glicina, arginina, o acido aspartico y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16);
y una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera
que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ
ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo
biespecifico que comprende: un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente DLL4 humano, en donde
el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13),
una CDR2 de cadena pesada que comprende YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), YISSYNGATNYNQKFKG
(SEQ ID NO:15), YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO: 59) , o YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), y una
CDRS de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16). En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de unién a antigeno que comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende
YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ
ID NO:16). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio
de unién a antigeno que comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO: 13), una
CDR2 de cadena pesada que comprende YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15), y una CDR3 de cadena pesada
que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo
biespecifico comprende un primer sitio de union a antigeno que comprende una CDR1 de cadena pesada que
comprende TAYYIH (SEQ ID NO: 13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ
ID NO:59), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16). En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de unién a antigeno que
comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO: 13), una CDR2 de cadena pesada
que comprende YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico
comprende ademas: una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2
de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende
QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a
VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende: un primer sitio de unién a antigeno que se une
especificamente DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) una CDR1 de cadena
pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO: 13), una CDR2 de cadena pesada que comprende
YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15), YIAGYKDATNYNQKFKG
(SEQ ID NO: 59) , o YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16), y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID
NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que
comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 58, o SEQ ID NO: 64. En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende ademas una regién variable de cadena ligera que tiene
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por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el
agente de unién a VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por
lo menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo
menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:58, o SEQ ID NO:64; y/o una region variable de cadena ligera que tiene por lo menos
aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo menos
aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12.

La divulgacion también proporciona un agente de uniéon a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico) que
se une especificamente al VEGF humano y DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo biespecifico comprende: a) un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF
humano, y b) un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a DLL4 humano, en donde el primer
sitio de union a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una
CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada
que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19); en donde el segundo sitio de unién a antigeno comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13) o AYYIH (SEQ ID NO:79), una CDR2 de cadena
pesada que comprende YIX1X2YX3XsATNYNQKFKG (SEQ ID NO:80), en donde X1 es serina o alanina, X2 es serina,
asparagina, o glicina, X3 es asparagina o lisina, y X4 es glicina, arginina, o acido aspartico, y una CDR3 de cadena
pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y una CDR1 de cadena ligera que comprende
RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y
una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del
presente documento, un anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a VEGF humano, y un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a DLL4 humano,
en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ
ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de
cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19), y el segundo sitio de unién a antigeno comprende
una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende
YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15), YIAGYKDATNYNQKFKG
(SEQ ID NO: 59), o YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO: 65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como el segundo sitios de unién a antigeno
comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de
cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende
QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a VEGF humano, y un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDRS3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19), y el segundo sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH
(SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), y una
CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como el
segundo sitios de unién a antigeno comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK
(SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena
ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo biespecifico es 219R45-MB-21R79.

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de union a
antigeno que se une especificamente a VEGF humano, y un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19), y el segundo sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH
(SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15), y una
CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como el
segundo sitios de unién a antigeno comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK
(SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena
ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo biespecifico es 219R45-MB-21M18.

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de union a
antigeno que se une especificamente a VEGF humano, y un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a DLL4 humano, en donde el primer sitio de union a antigeno que comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO: 18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19), y el segundo sitio de union a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH
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(SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO:59), y una
CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como el
segundo sitios de unién a antigeno comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK
(SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena
ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo biespecifico es 219R45-MB-21R75.

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a VEGF humano, y un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19), y el segundo sitio de union a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH
(SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65), y una
CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como el
segundo sitios de unién a antigeno comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK
(SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena
ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo biespecifico es 219R45-MB-21R83.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unidon VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico) comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 80
% de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda region variable de cadena pesada que tiene por lo menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:58, o SEQ ID NO:64,
y una primera y una segunda regién variable de cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia
a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 biespecifico
comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 85 %, por lo
menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente 95 %, por lo menos aproximadamente 97 %, o por lo
menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11; una segunda region variable de cadena
pesada que tiene por lo menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos
aproximadamente 95 %, por lo menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO: 58, o SEQ ID NO: 64; y una primera y una segunda region
variable de cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 85 %, por lo menos aproximadamente 90 %, por
lo menos aproximadamente 95 %, por lo menos aproximadamente 97 %, o por lo menos aproximadamente 99 % de
identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a
VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera regiéon variable de cadena pesada que tiene por lo menos
aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda region variable de cadena pesada
que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:9, y una primera y una
segunda region variable de cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia
a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 biespecifico
comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda region variable de cadena pesada que tiene por lo menos
aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 10, y una primera y una segunda regioén variable de
cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera region
variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11,
una segunda region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de
secuencia a SEQ ID NO:58, y una primera y una segunda region variable de cadena ligera que tiene por lo menos
aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento,
el agente de union a VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene
por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda regién variable de
cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:64, y una
primera y una segunda region variable de cadena ligera que tiene por lo menos aproximadamente 95 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4
biespecifico comprende una primera region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:11, una segunda
region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:9, y una primera y una segunda region variable de
cadena ligera que comprende SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de union a
VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:11,
una segunda region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:10, y una primera y una segunda region
variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente
de unién a VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera region variable de cadena pesada que comprende SEQ
ID NO:11, una segunda region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:58, y una primera y una
segunda region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera region variable de cadena pesada
que comprende SEQ ID NO:11, una segunda region variable de cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 64, y
una primera y una segunda region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones
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del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera regién variable de
cadena pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:11, una segunda region variable de cadena pesada que
consiste esencialmente de SEQ ID NO: 9, y una primera y una segunda regién variable de cadena ligera que consiste
esencialmente de SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4
biespecifico comprende una primera region variable de cadena pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:11,
una segunda region variable de cadena pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:10, y una primera y una
segunda region variable de cadena ligera que consiste esencialmente de SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del
presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 biespecifico comprende una primera region variable de cadena
pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:11, una segunda region variable de cadena pesada que consiste
esencialmente de SEQ ID NO:58, y una primera y una segunda regién variable de cadena ligera que consiste
esencialmente de SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4
biespecifico comprende una primera region variable de cadena pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:11,
una segunda regioén variable de cadena pesada que consiste esencialmente de SEQ ID NO:64, y una primera y una
segunda region variable de cadena ligera que consiste esencialmente de SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende una region variable de cadena pesada del anticuerpo anti-VEGF 219R45. En algunas divulgaciones
del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una regién
variable de cadena pesada del anticuerpo anti-DLL4 21M18. En algunas divulgaciones del presente documento, el
agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una regién variable de cadena pesada
del anticuerpo anti-DLL4 21R79. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4
es un anticuerpo biespecifico que comprende una regién variable de cadena pesada del anticuerpo anti-DLL4 21R75.
En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende una regién variable de cadena pesada del anticuerpo anti-DLL4 21R83. En algunas divulgaciones del
presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una region
variable de cadena pesada del anticuerpo anti-VEGF 219R45, una regién variable de cadena pesada del anticuerpo
anti-DLL4 21R79 y dos regiones variables de cadena ligera idénticas. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una regioén variable de
cadena pesada del anticuerpo anti-VEGF 219R45, una regiodn variable de cadena pesada del anticuerpo anti-DLL4
21M18 y dos regiones variables de cadena ligera idénticas. En algunas divulgaciones del presente documento, el
agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una regién variable de cadena pesada
del anticuerpo anti-VEGF 219R45, una region variable de cadena pesada del anticuerpo anti-DLL4 21R75 y dos
regiones variables de cadena ligera idénticas. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién
a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una region variable de cadena pesada del anticuerpo
anti-VEGF 219R45, una region variable de cadena pesada del anticuerpo anti-DLL4 21R83 y dos regiones variables
de cadena ligera idénticas.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende un primer dominio CH3 y un segundo dominio CH3, cada uno de los cuales se modifica para promover
la formacién de heteromultimeros. En algunas divulgaciones del presente documento, el primero y segundo dominios
CH3 se modifican usando una técnica de perillas en agujeros. En algunas divulgaciones del presente documento, el
primero y segundo dominios CH3 comprenden cambios en los aminoacidos que dan por resultado interacciones
electrostaticas alteradas. En algunas divulgaciones del presente documento, el primero y segundo dominios CH3
comprenden cambios en los aminoacidos que dan por resultado interacciones hidrofébicas/hidrofilicas alteradas.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende regiones constantes de cadena pesada seleccionado del grupo que consiste de: (a) una primera region
constante IgG1 humana, en donde los aminoacidos en las posiciones 253 y 292 se sustituyen con glutamato o
aspartato, y una segunda region constante IgG1 humana, en donde los aminoacidos en las posiciones 240 y 282 se
sustituyen con lisina; (b) una primera region constante IgG2 humana, en donde los aminoacidos en las posiciones 249
y 288 se sustituyen con glutamato o aspartato, y una segunda region constante 1IgG2 humana en donde los
aminoacidos en las posiciones 236 y 278 se sustituyen con lisina; (c) una primera region constante IgG3 humana, en
donde los aminoacidos en las posiciones 300 y 339 se sustituyen con glutamato o aspartato, y una segunda region
constante IgG3 humana en donde los aminoacidos en las posiciones 287 y 329 se sustituyen con lisina; y (d) una
primera region constante IgG4 humana, en donde los aminoacidos en las posiciones 250 y 289 se sustituyen con
glutamato o aspartato, y una segunda regién constante IgG4 humana en donde los aminoacidos en las posiciones 237
y 279 se sustituyen con lisina.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende una primera region constante IgG1 humana con sustituciones de aminoacido en las posiciones 253 y
292, en donde los aminoacidos son glutamato o aspartato, y una segunda regiéon constante IgG1 humana con
sustituciones de aminoacido en las posiciones 240 y 282, en donde los aminoacidos son lisina. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende
una primera region constante IgG2 humana con sustituciones de aminoacido en las posiciones 249 y 288, en donde
los aminoacidos son glutamato o aspartato, y una segunda region constante 1IgG2 humana con sustituciones de
aminoacido en las posiciones 236 y 278, en donde los aminoacidos son lisina. En algunas divulgaciones del presente
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documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una primera region
constante IgG3 humana con sustituciones de aminoéacido en las posiciones 300 y 339, en donde los aminoacidos son
glutamato o aspartato, y una segunda region constante IgG2 humana con sustituciones de aminoacido en las
posiciones 287 y 329, en donde los aminoacidos son lisina. En algunas divulgaciones del presente documento, el
agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una primera regiéon constante 1gG4
humana con sustituciones de aminoacido en las posiciones 250 y 289, en donde los aminoacidos son glutamato o
aspartato, y una segunda region constante |lgG4 humana con sustituciones de aminoacido en las posiciones 237 y
279, en donde los aminoacidos son lisina.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende una primera region constante IgG2 humana con sustituciones de aminoacido en las posiciones 249 y
288, en donde los aminoacidos son glutamato, y una segunda regién constante 1IgG2 humana con sustituciones de
aminoacido en las posiciones 236 y 278, en donde los aminoacidos son lisina. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una primera region
constante IgG2 humana con sustituciones de aminoacido en las posiciones 249 y 288, en donde los aminoacidos son
aspartato, y una segunda region constante IgG2 humana con sustituciones de aminoacido en las posiciones 236 y
278, en donde los aminoacidos son lisina.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO:7. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente
de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO:5. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende
una cadena pesada de SEQ ID NO:56. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a
VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO:62. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende ademas una cadena ligera de SEQ ID
NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo
biespecifico que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 7, una cadena pesada de SEQ ID NO:5, y dos
cadenas ligeras de SEQ ID NO: 8. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4
es un anticuerpo biespecifico que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO:7, una cadena pesada de SEQ ID
NO:6, y dos cadenas ligeras de SEQ ID NO:8. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union
a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO:7, una cadena pesada
de SEQ ID NO: 56, y dos cadenas ligeras de SEQ ID NO: 8. En algunas divulgaciones del presente documento, el
agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO:7,
una cadena pesada de SEQ ID NO:62, y dos cadenas ligeras de SEQ ID NO:8.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que se une a VEGF con una Kp de aproximadamente 50 nM o menor, aproximadamente 25nM o menor,
aproximadamente 10 nM o menor, aproximadamente 1 nM o menor, o aproximadamente 0,1 nM o menor. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que se une a
DLL4 con una Kp de aproximadamente 50 nM o menor, aproximadamente 25 nM o menor, aproximadamente 10 nM
o menor, aproximadamente 1 nM o menor, o aproximadamente 0,1 nM o menor. En algunas divulgaciones del
presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que se une a VEGF con una Kp
de aproximadamente 50 nM o menor y se une a DLL4 con una Kb de aproximadamente 50 nM o menor. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico se une a VEGF con una Kp de aproximadamente 2
5 nM o menory se une a DLL4 con una Kb de aproximadamente 25 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo biespecifico se une a VEGF con una Kq de aproximadamente 10 nM o menor y se une a
DLL4 con una K4 de aproximadamente 10 nM o menor. En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo biespecifico se une a VEGF con una Kq de aproximadamente 1 nM o menor y se une a DLL4 con una Kqg
de aproximadamente 1 nM o menor.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende un sitio de unién a antigeno con una afinidad de unién que es mas débil que la afinidad de unién del
segundo sitio de unién a antigeno. Por ejemplo, en algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo
biespecifico puede unirse a VEGF con una Kb que varia de aproximadamente 0,1 nM a 1 nM y puede unirse a DLL4
con una Kp que varia de aproximadamente 1 nM a 10 nM. O el anticuerpo biespecifico puede unirse a VEGF con una
Kb que varia de aproximadamente 1 nM a 10 nM y puede unirse a DLL4 con una Kb que varia de aproximadamente
0,1 nM a 1 nM. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico puede unirse a DLL4 con
una Ko que varia de aproximadamente 0,1nM a 1nM y puede unirse a VEGF con una Kp que varia de
aproximadamente 1 nM a 10 nM. O el anticuerpo biespecifico puede unirse a DLL4 con una Ko que varia de
aproximadamente 1 nM a 10 nM y puede unirse a VEGF con una Kp que varia de aproximadamente 0,1 nM a 1 nM
en algunas divulgaciones del presente documento, la diferencia en la afinidad entre los dos sitios de unién a antigeno
puede ser de aproximadamente 2 veces o mas, aproximadamente 3 veces o0 mas, aproximadamente 5 veces o mas,
aproximadamente 8 veces o mas, aproximadamente 10 veces o mas, aproximadamente 15 veces 0 mas,
aproximadamente 30 veces 0 mas, aproximadamente 50 veces o mas, o aproximadamente 100 veces o mas. En
algunas divulgaciones del presente documento, por o menos residuo de aminoacido en por lo menos una CDR del
sitio de union a antigeno para VEGF se sustituye con un aminoacido diferente de modo que la afinidad del sitio de

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2938628 T3

unioén a antigeno se altera. En algunas divulgaciones del presente documento, la afinidad del sitio de unién a VEGF
se incrementa. En algunas divulgaciones del presente documento, la afinidad del sitio de unién a VEGF se disminuye.
En algunas divulgaciones del presente documento, por lo menos residuo de aminoacido en por lo menos una CDR del
sitio de union a antigeno para DLL4 se sustituye con un aminoacido diferente de modo que la afinidad del sitio de
union a DLL4 se altera. En algunas divulgaciones del presente documento, la afinidad del sitio de unién a DLL4 se
incrementa. En algunas divulgaciones del presente documento, la afinidad del sitio de unién a DLL4 se disminuye. En
algunas divulgaciones del presente documento, las afinidades de los sitios de unién a antigeno de tanto el VEGF como
DLL4 se alteran.

La divulgacién proporciona polipéptidos, que incluyen pero no se limitan a anticuerpos, que se unen especificamente
a VEGF y/o DLLA4. En algunas divulgaciones del presente documento, un polipéptido se une a VEGF humano. En
algunas divulgaciones del presente documento, un polipéptido se une a DLL4 humano. En algunas divulgaciones del
presente documento, un polipéptido se une a VEGF humano y VEGF de ratén. En algunas divulgaciones del presente
documento, un polipéptido se une a DLL4 humano y DLL4 de ratén.

En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF comprende un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ
ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:47, y SEQ ID NO:49.

En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a DLL4 comprende un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:5, SEQ NO ID:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO: 4
8, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, y SEQ ID NO:64.

En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 comprende un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11,
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO: 4 8, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ
ID NO:58, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, y SEQ ID NO:64.

En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 comprende un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ
ID NO:6, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58,
SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, y SEQ ID NO:64. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de
union VEGF/DLL4 comprende ademas un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste de: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:47, y SEQ ID NO:49. En algunas divulgaciones
del presente documento, el agente de union VEGF/DLL4 comprende ademas un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:8, y SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 comprende un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:11,
SEQ ID NO:47, y SEQ ID NO:49. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon VEGF/DLL4
comprende ademas un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:48, SEQ
ID NO:56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, y SEQ ID NO:64. En algunas divulgaciones
del presente documento, el agente de unién VEGF/DLL4 comprende ademas un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:8, y SEQ ID NO:12.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de union a VEGF/DLL4 (por ejemplo, anticuerpo) compite
para la unién especifica a VEGF con un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO:11 y una region variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:12. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 compite con un anticuerpo 219R45 para la
union especifica a VEGF humano. En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a
VEGF/DLL4 o anticuerpo compite para la unién especifica a VEGF en un ensayo de unién especifica competitiva. En
algunas divulgaciones del presente documento, el VEGF es VEGF humano. En algunas divulgaciones del presente
documento, el VEGF es VEGF de raton.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF- DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se
une al mismo epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en VEGF as un anticuerpo de la invenciéon. En otra
modalidad, un agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo que se une a un epitopo en VEGF que se traslapa por
el epitopo en VEGF unido por un anticuerpo de la invencion. En ciertas divulgaciones del presente documento, un
agente de union a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se une al mismo epitopo, o esencialmente al mismo
epitopo, en VEGF como un anticuerpo 219R45. En otra modalidad, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo
que se une a un epitopo en VEGF que se traslapa por el epitopo en VEGF unido por anticuerpo 219R45.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un agente que compite para la
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union especifica a VEGF con el anticuerpo 219R45 (por ejemplo, en un ensayo de unién competitivo).

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de union a VEGF/DLL4 (por ejemplo, anticuerpo) compite
para la union especifica a DLL4 con un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO:9 SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:58, o SEQ ID NO:64 y una region variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO:12. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4
competes con un anticuerpo 21R79 para la unidn especifica a DLL4 humano. En ciertas divulgaciones del presente
documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 competes con un anticuerpo 21R75 para la unién especifica a DLL4
humano. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 competes con un
anticuerpo 21R83 para la unién especifica a DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento, un
agente de union a VEGF/DLL4 o anticuerpo compite para la union especifica a DLL4 en un ensayo de union especifica
competitiva. En algunas divulgaciones del presente documento, el DLL4 es DLL4 humano. En algunas divulgaciones
del presente documento, el DLL4 es DLL4 de raton.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se
une al mismo epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en DLL4 como un anticuerpo de la invencion. En otra
divulgacion, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo que se une a un epitopo en DLL4 que se traslapa por
el epitopo en DLL4 unido por un anticuerpo de la divulgacion. En ciertas divulgaciones del presente documento, un
agente de union a VEGF/DLL4 se une al mismo epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en DLL4 como anticuerpo
21R79. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 se une al mismo epitopo,
o esencialmente al mismo epitopo, en DLL4 como anticuerpo 21R75. En ciertas divulgaciones del presente
documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 se une al mismo epitopo, o esencialmente al mismo epitopo, en DLL4
como anticuerpo 21R83. En otra modalidad, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo que se une a un
epitopo en DLL4 que se traslapa por el epitopo en DLL4 unido por anticuerpo 21R79. En otra divulgacion, el agente
de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo que se une a un epitopo en DLL4 que se traslapa por el epitopo en DLL4
unido por anticuerpo 21R75. En otra divulgacion, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo que se une a un
epitopo en DLL4 que se traslapa por el epitopo en DLL4 unido por anticuerpo 21R83.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un agente que compite para la
unioén especifica a DLL4 con el anticuerpo 21R79 (por ejemplo, en un ensayo de uniéon competitivo). En ciertas
divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un agente que compite para la union
especifica a DLL4 con el anticuerpo 21R75 (por ejemplo, en un ensayo de unién competitivo). En ciertas divulgaciones
del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un agente que compite para la unién especifica a DLL4
con el anticuerpo 21R83 (por ejemplo, en un ensayo de unién competitivo). En ciertas divulgaciones del presente
documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un agente que compite para la union especifica a DLL4 con el
anticuerpo 21M18 (por ejemplo, en un ensayo de union competitivo).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un agente que compite para la
unioén especifica a VEGF y/o DLL4 con el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18 (por ejemplo, en un ensayo de
union competitivo). En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un agente
que compite para la union especifica a VEGF y/o DLL4 con el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M79 (por ejemplo,
en un ensayo de unién competitivo). En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a
VEGF/DLL4 es un agente que compite para la unidn especifica a VEGF y/o DLL4 con el anticuerpo biespecifico
219R45-MB-21M75 (por ejemplo, en un ensayo de unién competitivo). En ciertas divulgaciones del presente
documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un agente que compite para la unién especifica a VEGF y/o DLL4
con el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M83 (por ejemplo, en un ensayo de unién competitivo).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unidon a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo)
descrito en la presente se une a VEGF y modula la actividad de VEGF. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un antagonista VEGF e inhibe la actividad de VEGF. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un antagonista VEGF y modula la
angiogénesis. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un antagonista
VEGEF e inhibe la angiogénesis. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4
es un antagonista VEGF e inhibe el crecimiento tumoral.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo)
descrito en la presente se une a DLL4 humano y modula la actividad de DLL4. En algunas divulgaciones del presente
documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 es un antagonista DLL4 e inhibe la actividad de DLL4. En algunas
divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un antagonista DLL4 e inhibe la actividad
de Notch. En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un antagonista
DLL4 e inhibe la sefalizacion Notch. En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a
VEGF/DLL4 es un antagonista DLL4 y modula la angiogénesis. En algunas divulgaciones del presente documento, un
agente de unién a VEGF/DLL4 es un antagonista DLL4 y promueve la angiogénesis aberrante. En algunas
divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 es un antagonista DLL4 e inhibe el
crecimiento tumoral.
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En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo)
descrito en la presente es un anticuerpo biespecifico que se une a VEGF humano y modula la actividad de VEGF. En
ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) descrito
en la presente es un anticuerpo biespecifico que se une a DLL4 humano y modula la actividad de DLL4. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de union a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) descrito en la
presente es un anticuerpo biespecifico que se une a VEGF humano y DLL4 humano y modula la actividad tanto de
VEGF como DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico es un antagonista
VEGF y un antagonista DLL4 e inhibe la actividad tanto de VEGF como actividad de DLL4. En algunas divulgaciones
del presente documento, el anticuerpo biespecifico es un antagonista VEGF y un antagonista de DLL4 e inhibe la
actividad de VEGF vy la actividad Notch. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico
es un antagonista VEGF y un antagonista DLL4 e inhibe la actividad de VEGF vy la sefalizacion Notch. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico es un antagonista VEGF y un antagonista DLL4 y
modula la angiogénesis. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico es un
antagonista VEGF y un antagonista DLL4 y promueve la angiogénesis aberrante. En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo biespecifico es un antagonista VEGF y un antagonista DLL4 e inhibe angiogénesis.
En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico es un antagonista VEGF y un antagonista
DLL4 e inhibe el crecimiento tumoral.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo o un
anticuerpo biespecifico) es un antagonista de VEGF. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de
unién a VEGF/DLL4 es un antagonista de VEGF e inhibe la actividad de VEGF. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 inhibe la actividad VEGF por lo menos aproximadamente 10 %, por lo
menos aproximadamente 20 %, por lo menos aproximadamente 30 %, por lo menos aproximadamente 50 %, por lo
menos aproximadamente 75 %, por lo menos aproximadamente 90 %, o aproximadamente 100 %. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad VEGF humano es
un anticuerpo 219R45. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe
la actividad VEGF humano es un anticuerpo biespecifico que comprende el sitio de unién a antigeno 219R45. En
ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad VEGF humano
es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de
unién a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad VEGF humano es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R79. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de union a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad VEGF humano es el
anticuerpo biespecifico 219R45- MB-21R75. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de union a
VEGF/DLL4 que inhibe la actividad VEGF humano es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R83.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) es
un antagonista de DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un
antagonista de DLL4 e inhibe la actividad de DLL4. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de
unién a VEGF/DLL4 inhibe la actividad de DLL4 por lo menos aproximadamente 10 %, por lo menos aproximadamente
20 %, por lo menos aproximadamente 30 %, por lo menos aproximadamente 50 %, por lo menos aproximadamente
75 %, por lo menos aproximadamente 90 %, o aproximadamente 100 %. En ciertas divulgaciones del presente
documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad de DLL4 humano es un anticuerpo 21R79. En
ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad de DLL4
humano es un anticuerpo 21R75. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4
que inhibe la actividad de DLL4 humano es un anticuerpo 21R83. En ciertas divulgaciones del presente documento,
un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad de DLL4 humano es un anticuerpo biespecifico que
comprende el sitio de unioén a antigeno 21R79. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién
a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad de DLL4 humano es un anticuerpo biespecifico que comprende el sitio de unién
a antigeno 21R75. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la
actividad de DLL4 humano es un anticuerpo biespecifico que comprende el sitio de union a antigeno 21R83. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad de DLL4 humano es
el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de union
a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad de DLL4 humano es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R79. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad de DLL4 humano es
el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R75. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién
a VEGF/DLL4 que inhibe la actividad de DLL4 humano es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R83.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 (por ejemplo, anticuerpo) es un
antagonista de la sefalizacion Notch. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a
VEGF/DLL4 inhibe la sefalizacion Notch por lo menos aproximadamente 10 %, por lo menos aproximadamente 20 %,
por lo menos aproximadamente 30 %, por lo menos aproximadamente 50 %, por lo menos aproximadamente 75 %,
por lo menos aproximadamente 90 %, o aproximadamente 100 %. En ciertas divulgaciones del presente documento,
un agente de unidon a VEGF/DLL4 que inhibe la sefializacion Notch es un anticuerpo 21R79. En ciertas divulgaciones
del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 que inhibe la sefializacion Notch es un anticuerpo 21R75.
En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la sefializacion Notch
es un anticuerpo 21R83. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que
inhibe la sefializacion Notch es un anticuerpo biespecifico que comprende el sitio de union a antigeno 21R79. En
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ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la sefializacion Notch es
un anticuerpo biespecifico que comprende el sitio de unién a antigeno 21R75. En ciertas divulgaciones del presente
documento, un agente de union a VEGF/DLL4 que inhibe la sefializacion Notch es un anticuerpo biespecifico que
comprende el sitio de unién a antigeno 21R83. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién
a VEGF/DLL4 que inhibe la sefializacion Notch es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB- 21M18. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 que inhibe la sefalizacion Notch es el
anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R79. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a
VEGF/DLL4 que inhibe la sefalizacion Notch es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R75. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de unidon a VEGF/DLL4 que inhibe la sefalizacion Notch es el
anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R83.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, anticuerpo) inhibe
la unién de VEGF a por lo menos un receptor. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union
a VEGF/DLL4 inhibe la unién de VEGF a VEGFR-1 o VEGFR-2. En ciertas divulgaciones del presente documento, el
agente de union a VEGF/DLL4 inhibe la union de VEGF a por lo menos un receptor VEGF por lo menos
aproximadamente 10 %, por lo menos aproximadamente 25 %, por lo menos aproximadamente 50 %, por lo menos
aproximadamente 75 %, por lo menos aproximadamente 90 %, o por lo menos aproximadamente 95 %. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la unidon de VEGF humano a por
lo menos un receptor VEGF es un anticuerpo 219R45. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente
de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la unién de VEGF humano a por lo menos un receptor VEGF es un anticuerpo
biespecifico que comprende el sitio de unién a antigeno 219R45. En ciertas divulgaciones del presente documento,
un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la unién de VEGF humano a por lo menos un receptor VEGF es el
anticuerpo biespecifico 219R45- MB-21M18. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de union a
VEGF/DLL4 que inhibe la unién de VEGF humano a por lo menos un receptor VEGF es el anticuerpo biespecifico
219R45- MB-21R79. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe
la uniéon de VEGF humano a por lo menos un receptor VEGF es el anticuerpo biespecifico 219R45- MB-21R75. En
ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de uniéon a VEGF/DLL4 que inhibe la unién de VEGF humano
a por lo menos un receptor VEGF es el anticuerpo biespecifico 219R45- MB-21R83.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, anticuerpo) inhibe
la union de la proteina DLL4 a por lo menos un receptor Notch. En algunas divulgaciones del presente documento, el
agente de union a VEGF/DLL4 inhibe la union de DLL4 a Notch1, Notch2, Notch3, y/o Notch4. En ciertas divulgaciones
del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 inhibe la uniéon de DLL4 a por lo menos un receptor Notch
por lo menos aproximadamente 10 %, por lo menos aproximadamente 25 %, por lo menos aproximadamente 50 %,
por lo menos aproximadamente 75 %, por lo menos aproximadamente 90 %, o por lo menos aproximadamente 95 %.
En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la unién de DLL4
humano a por lo menos un receptor Notch es un anticuerpo 21R79. En ciertas divulgaciones del presente documento,
un agente de union a VEGF/DLL4 que inhibe la uniéon de DLL4 humano a por lo menos un receptor Notch es un
anticuerpo 21R75. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la
unioén de DLL4 humano a por lo menos un receptor Notch es un anticuerpo 21R83. En ciertas divulgaciones del
presente documento, un agente de union a VEGF/DLL4 que inhibe la uniéon de DLL4 humano a por lo menos un
receptor Notch es un anticuerpo biespecifico que comprende el sitio de uniéon a antigeno 21R79. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un agente de union a VEGF/DLL4 que inhibe la union de DLL4 humano a por
lo menos un receptor Notch es un anticuerpo biespecifico que comprende el sitio de unidn a antigeno 21R75. En
ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la unién de DLL4 humano
a por lo menos un receptor Notch es un anticuerpo biespecifico que comprende el sitio de unién a antigeno 21R83.
En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que inhibe la unién de DLL4
humano a por lo menos un receptor Notch es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18. En algunas divulgaciones
del presente documento, un agente de union a VEGF/DLL4 que inhibe la union de DLL4 humano a por lo menos un
receptor Notch es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R79. En ciertas divulgaciones del presente documento, un
agente de union a VEGF/DLL4 que inhibe la unién de DLL4 humano a por lo menos un receptor Notch es el anticuerpo
biespecifico 219R45-MB-21R75. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4
que inhibe la unién de DLL4 humano a por lo menos un receptor Notch es el anticuerpo biespecifico 219R45- MB-
21R83.

Los ensayos in vivo e in vitro para determinar si un agente de unién a VEGF/DLL4 (o agente de unién a VEGF/DLL4
candidato) inhibe el VEGF o afecta la angiogénesis son conocidos en el campo. Los ensayos in vitro de angiogénesis
incluyen pero no se limitan a, ensayos de proliferacion de HUVEC, ensayos de formacion de tubo de células
endoteliales, ensayos de proliferacién (o formacién de brotes), ensayos de migraciéon de células HUVEC, y ensayos
de invasion. En algunas divulgaciones del presente documento, las células en la presencia de VEGF y la presencia
de un agente de unién a VEGF/DLL4 se comparan a las células en presencia de VEGF sin el agente de union a
VEGF/DLL4 presente, y se evalian para efectos en la angiogénesis (o efectos bioldgicos asociados con la
angiogénesis). Los ensayos in vivo de la angiogénesis incluyen, pero no se limitan a, ensayos de enchufe matrigel,
ensayos de microcavidades corneales, y ensayos de membrana corioalantdica de pollo (CAM, por sus siglas en
inglés).
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Los ensayos in vivo e in vitro para determinar si un agente de unién a VEGF/DLL4 (o agente de union a VEGF/DLL4
candidato) inhibe la activacion o sefializacion Notch son conocidos en el campo. Por ejemplo, los ensayos reporteros
de luciferasa, basados en células que usan un vector reportero TCF/Luc que comprende multiples copias del dominio
de union a TCF de cadena arriba de un gen reportero de luciferasa de luciérnaga se pueden usar para medir los
niveles de sefializacion Notch in vitro (Gazit y colaboradores, 1999, Oncogene, 18; 5959-66; TOPflash, Millipore,
Billerica MA). En algunas divulgaciones del presente documento, un ensayo reportero de luciferasa, basado en células
que usa un vector reportero a CBF/Luc que contiene multiples copias del dominio de unién a CBF de cadena arriba
de los genes reporteros de luciferasa de luciérnaga se pueden usar. El nivel de la sefializacion Notch en presencia de
uno o mas ligandos Notch (por ejemplo, DLL4 expresado sobre la superficie de células transfectadas o proteina de
fusion DLL4-Fc soluble) y en presencia de un agente de unién a VEGF/DLL4 se compara con el nivel de la sefalizacion
Notch sin el agente de union a VEGF/DLL4 presente.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién a VEGF/DLL4 tienen uno o mas de los
siguientes efectos: inhibir la proliferacion de células tumorales, inhibir el crecimiento tumoral, reducir la tumorigenicidad
de un tumor, reducir la frecuencia de células madre cancerosas en un tumor, desencadenar la muerte celular de células
tumorales, prevenir la metastasis de células tumorales, disminuir la supervivencia de las células tumorales, modular
la angiogénesis, inhibir la angiogénesis, inhibir la angiogénesis productora, o promover la angiogénesis aberrante.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unidon a VEGF/DLL4 son capaces de inhibir el
crecimiento tumoral. En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién a VEGF/DLL4 son
capaces de inhibir el crecimiento tumoral in vivo (por ejemplo, en un modelo de ratén de xenoinjerto, y/o en un humano
que tiene cancer). En ciertas divulgaciones del presente documento, el crecimiento tumoral se inhibe por lo menos
aproximadamente dos veces, aproximadamente tres veces, aproximadamente cinco veces, aproximadamente diez
veces, aproximadamente 50 veces, aproximadamente 100 veces, o aproximadamente 1000 veces como es
comparado con un tumor no tratado.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién a VEGF/DLL4 son capaces de reducir la
tumorigenicidad de un tumor. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 o
anticuerpo es capaz de reducir la tumorigenicidad de un tumor que comprende células madre cancerosas en un modelo
animal, tal como un modelo de xenoinjerto de ratén. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de
uniéon a VEGF/DLL4 o anticuerpo es capaz de reducir la tumorigenicidad de un tumor al disminuir el nimero o
frecuencia de células madre cancerosas en el tumor. En ciertas divulgaciones del presente documento, el nimero o
frecuencia de células madre cancerosas en un tumor se reduce por lo menos aproximadamente dos veces,
aproximadamente tres veces, aproximadamente cinco veces, aproximadamente diez veces, aproximadamente 50
veces, aproximadamente 100 veces, o aproximadamente 1000 veces. En ciertas divulgaciones del presente
documento, la reduccidn en el numero o frecuencia de células madre cancerosas se determina al limitar el ensayo de
diluciéon usando un modelo animal. Ejemplos adicionales y guia con respecto al uso para limitar los ensayos de dilucién
para determinar una reduccién en el nimero o frecuencia de células madre cancerosas en un tumor se puede
encontrar, por ejemplo, en el Namero de Publicacién Internacional WO 2008/042236; Publicacion de Patente de E.U.A.
No. 2008/0064049; y Publicaciéon de Patente de E.U.A. No. 2008/0178305.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de union a VEGF/DLL4 son capaces de modular la
angiogénesis. En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de uniéon a VEGF/DLL4 son capaces de
modular la angiogénesis in vivo (por ejemplo, en un modelo de ratdn de xenoinjerto, y/o en un humano que tiene
cancer). En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién a VEGF/DLL4 son capaces de inhibir
la angiogénesis. En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién a VEGF/DLL4 son capaces
de promover la angiogénesis aberrante. En ciertas divulgaciones del presente documento, Los agentes de union a
VEGF/DLL4 son capaces de inhibir la angiogénesis y/o promover la angiogénesis aberrante, conduciendo a
vascularizacion no productiva.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién a VEGF/DLL4 descrito en la presente tiene
una vida media circulante en ratones, monos cynomolgus, o humanos de por lo menos aproximadamente 2 horas, por
lo menos aproximadamente 5 horas, por lo menos aproximadamente 10 horas, por lo menos aproximadamente 24
horas, por lo menos aproximadamente 3 dias, por lo menos aproximadamente 1 semana, o por lo menos
aproximadamente 2 semanas. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es
un anticuerpo IgG (por ejemplo, IgG1 o IgG2) que tiene una vida media circulante en ratones, monos cynomolgus, o
humanos de por lo menos aproximadamente 2 horas, por lo menos aproximadamente 5 horas, por lo menos
aproximadamente 10 horas, por lo menos aproximadamente 24 horas, por lo menos aproximadamente 3 dias, por lo
menos aproximadamente 1 semana, o por lo menos aproximadamente 2 semanas. Los métodos para incrementar (0
disminuir) la vida media de agentes tales como polipéptidos y anticuerpos son conocidos en el campo. Por ejemplo,
los métodos conocidos para incrementar la vida media circulante de los anticuerpos IgG incluyen la introduccién de
mutaciones en la region Fc que incrementa la union dependiente de pH del anticuerpo al receptor Fc neonatal (FcRn)
en pH 6.0 (véase, por ejemplo, Publicaciones de Patente de E.U.A. Nos. 2005/0276799, 2007/0148164, y
2007/0122403). Métodos conocidos para incrementar la vida media circulante de fragmentos de anticuerpo que
carecen de la regién Fc incluyen tales técnicas como PEGilacion.
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En algunas divulgaciones del presente documento, los agentes de union a VEGF/DLL4 son anticuerpos. Los
anticuerpos policlonales se pueden preparar mediante cualquier método conocido. En algunas divulgaciones del
presente documento, los anticuerpos policlonales se producen al inmunizar un animal (por ejemplo, un conejo, rata,
ratén, cabra, burro) con unan un antigeno de interés (por ejemplo, un fragmento de péptido purificado, proteina
recombinante de longitud completa, o proteina de fusién por multiples inyecciones subcutaneas o intraperitoneales. El
antigeno se puede conjugar opcionalmente a un portador tal como hemocianina de lapa californiana (KLH, por sus
siglas en inglés) o albumina de suero. El antigeno (con o sin una proteina portadora) se diluye en solucion salina estéril
y se combina usualmente con un adyuvante (por ejemplo, Adyuvante de Freund Completo o Incompleto) para formar
una emulsion estable. Después de un breve de tiempo suficiente, los anticuerpos policlonales se recubren del animal
inmunizado, usualmente de sangre o ascitis. Los anticuerpos policlonales se pueden purificar de suero o ascitis de
acuerdo con los métodos estandares en el campo incluyendo, pero no limitado a, cromatografia por afinidad,
cromatografia de intercambio de iones, electroforesis en gel y dialisis.

En algunas divulgaciones del presente documento, los agentes de union a VEGF/DLL4 son anticuerpos monoclonales.
Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando métodos de hibridoma conocidos por una persona de
experiencia en el campo (véase por ejemplo, Kohler and Milstein, 1975, Nature, 256:495-497). En algunas
divulgaciones del presente documento, el uso del método de hibridoma, un ratén, hdmster, u otro animal hospedero
apropiado, se inmuniza como se describe en lo anterior para inducir de los linfocitos la produccién de anticuerpos que
se unen especificamente al antigeno de inmunizacioén. En algunas divulgaciones del presente documento, los linfocitos
se pueden inmunizar in vitro. En algunas divulgaciones del presente documento, el antigeno de inmunizacién puede
ser una proteina humana o una porcién de la misma. En algunas divulgaciones del presente documento, el antigeno
de inmunizacién puede ser una proteina de ratén o una porcién de la misma.

Después de la inmunizacion, los linfocitos se aislan y se fusionan con una linea de células de mieloma adecuadas,
usando, por ejemplo, polietilenglicol. Las células de hibridoma se seleccionan usando medios especializados como
son conocidos en el campo y los linfocitos no fusionados y las células de mieloma no sobreviven al proceso de
seleccion. Los hibridomas que producen anticuerpos monoclonales dirigidos contra especificamente un antigeno
elegido se puede identificar por varios métodos incluyendo, pero no limitado a, inmunoprecipitacién, inmunotincion, y
ensayos de union in vitro (por ejemplo, citometria de flujo, FACS, ELISA, y radioinmunoensayo). Los hibridomas se
pueden propagar ya sea en cultivo in vitro usando métodos estandares (J.W. Goding, 1996, Anticuerpos monoclonales:
Principies and Practice, 32 Edicién, Academic Press, San Diego, CA) o in vivo como tumores asciticos en un animal.
Los anticuerpos monoclonales se pueden purificar del medio de cultivo o fluido ascitico de acuerdo con los métodos
estandares en la técnica incluyendo, pero no limitado a, cromatografia por afinidad, cromatografia de intercambio
iénico, electroforesis en gel, y dialisis.

En ciertas divulgaciones del presente documento, anticuerpos monoclonales se pueden elaborar usando técnicas de
ADN recombinantes como es conocido por una persona experta en el campo. Los polinucleétidos que codifican un
anticuerpo monoclonal se aislan de células B maduras o células de hibridoma, tales como por RT-PCR usando
cebadores de oligonucledtidos que amplifican especificamente los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras
del anticuerpo, y su secuencia se determina usando técnicas estandares. Los polinucledtidos aislados que codifican
loas cadenas pesadas y ligeras luego se clonan en vectores de expresion adecuados que producen los anticuerpos
monoclonales cuando se transfectan en células hospederas tales como E. coli, células COS de simio, células de ovario
de hamster chino (CHO, por sus siglas en inglés), o células de mieloma que de otra manera no producen proteinas de
inmunoglobulina.

En ciertas otras divulgaciones del presente documento, los anticuerpos monoclonales recombinantes, o fragmentos
de los mismos, se pueden aislar de bibliotecas de expresion en fago que expresan dominios variables o CDRs de una
especie deseada (véase por ejemplo, McCafferty y colaboradores, 1990, Nature, 348:552-554; Clackson y
colaboradores, 1991, Nature, 352:624- 628; y Marks y colaboradores, 1991, J. Mol. Biol., 222:581- 597).

El polinucleodtido(s) que codifica un anticuerpo monoclonal se puede modificar, por ejemplo, al usar tecnologia de ADN
recombinante para genera anticuerpos alternativos. En algunas divulgaciones del presente documento, los dominios
constantes de las cadenas ligeras y pesadas de, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal de ratdn, se pueden sustituir
para esas regiones de, por ejemplo, un anticuerpo humano para generar un anticuerpo quimérico, o para un polipéptido
no de inmunoglobulina para generar un anticuerpo de fusién. En algunas divulgaciones del presente documento, las
regiones constantes se truncan o remueven para generar el fragmento de anticuerpo deseado de un anticuerpo
monoclonal. La mutagénesis dirigida al sitio o de alta densidad de la region variable se puede usar para utilizar la
especificidad, afinidad, etc., de un anticuerpo monoclonal.

En algunas divulgaciones del presente documento, un anticuerpo monoclonal contra VEGF y/o DLL4 es un anticuerpo
humanizado. normalmente, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas en las cuales los residuos
de las CDRs se reemplazan por residuos de una CDR de una especie no humana (por ejemplo, ratén, rata, conejo,
hamster, etc.) que tienen la especificidad deseada, afinidad, y/o capacidad de unién usando métodos conocidos por
una persona experta en el campo. En algunas divulgaciones del presente documento, los residuos de region de
estructura Fv de una inmunoglobulina humana se reemplazan con los residuos correspondientes en un anticuerpo de
una especie no humana que tiene la especificidad deseada, afinidad, y/o capacidad de unién. En algunas
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divulgaciones del presente documento, un anticuerpo humanizado se puede modificar adicionalmente por la
sustitucion de residuos adicionales ya sea en la regién de estructura Fv y/o dentro de los residuos no humanos
reemplazados para refinar y optimizar la especificidad del anticuerpo, afinidad y/o capacidad. En general, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todo de por lo menos una, y normalmente dos tres, regiones de dominio
variables que contienen todas o sustancialmente todas, de las CDRs que corresponden a la inmunoglobulina no
humana mientras que todas, o sustancialmente todas, de las regiones de estructuras son aquellas de una secuencia
consenso de inmunoglobulina humana. En algunas divulgaciones del presente documento, un anticuerpo humanizado
también puede comprender por lo menos una porcién de una region o dominio constante de inmunoglobulina (Fc),
normalmente aquella de una inmunoglobulina humana. En ciertas divulgaciones del presente documento, tales
anticuerpos humanizados se usan terapéuticamente debido a que pueden reducir la antigenicidad y respuestas de
HAMA (anticuerpo anti-ratén humano) cuando se administra a un sujeto humano. Una persona experta en el campo
seria capaz de obtener un anticuerpo humanizado funcional con inmunogenicidad reducida siguiendo las técnicas
conocidas (véase por ejemplo, Patentes de E.U.A. Nos. 5,225, 539; 5, 585, 089; 5, 693,761; y 5, 693,762).

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo humano. Los
anticuerpos humanos se pueden preparar directamente usando varias técnicas conocidas en el campo. En algunas
divulgaciones del presente documento, los anticuerpos humanos se pueden generar de linfocitos B humanos
inmortalizados inmunizados in vitro o de linfocitos aislados de un individuo inmunizado. En cualquier caso, las células
que producen un anticuerpo dirigido contra un antigeno objetivo se pueden generar y aislar (véase, por ejemplo, Cole
y colaboradores, 1985, Anticuerpos monoclonales and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77; Boemer y colaboradores,
1991, J. Immunol., 147:86-95; y Patentes de E.U.A. Nos. 5,750,373; 5,567,610; y 5,229,275). En algunas divulgaciones
del presente documento, el anticuerpo humano se puede seleccionar de una biblioteca en fago, donde la biblioteca en
fago expresa anticuerpos humanos (Vaughan y colaboradores, 1996, Nature Biotechnology, 14:309-314; Sheets y
colaboradores, 1998, PNAS, 95:6157-6162; Hoogenboom y Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381; Marks y
colaboradores, 1991, J. Mol. Biol., 222:581). Alternativamente, la tecnologia de expresion en fago se puede usar para
producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpo in vitro, de repertorios de genes de dominio variables de
inmunoglobulina de donadores inmunizados. Las técnicas para la generacion y uso de bibliotecas en fago de
anticuerpos también se describen en las Patentes de E.U.A. Nos. 5, 969, 108; 6,172,197; 5,885,793; 6,521,404;
6,544,731; 6, 555, 313; 6,582,915; 6, 593, 081; 6, 300, 064; 6, 653, 068; 6, 706, 484; y 7,264,963; y Rothe y
colaboradores, 2008, J. Mol. Bio., 376:1182-1200. Una vez que los anticuerpos se identifican, las estrategias de
maduracion por afinidad conocidas en el campo incluyendo pero no limitado a, transposiciéon de cadena (Marks y
colaboradores, 1992, Biotechnology, 10:779-783) y mutagénesis dirigida al sitio, se pueden emplear para generar
anticuerpos humanos de alta afinidad.

En algunas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos humanos se pueden hacer en ratones transgénicos
que contienen sitios de inmunoglobulina humana. En la inmunizacién estos ratones son capaces de producir el
repertorio completo de anticuerpos humanos en la ausencia de produccién de inmunoglobulina endégena. Este
procedimiento se describe en las Patentes de E.U.A. Nos. 5,545,807; 5,545,806; 5,569,825; 5, 625, 126; 5,633,425; y
5,661,016.

La presente divulgacion también abarca anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos biespecificos son capaces de
reconocer y unir especificamente por lo menos dos antigenos o epitopos diferentes. Los epitopos diferentes pueden
estar ya sea dentro de la misma molécula (por ejemplo, dos epitopos en una sola proteina) o en diferentes moléculas
(por ejemplo, un epitopo en una proteina y un epitopo en una segunda proteina). En algunas divulgaciones del
presente documento, un anticuerpo biespecifico tiene potencia mejorada como es comparado con un anticuerpo
individual o una combinacién de mas de un anticuerpo. En algunas divulgaciones del presente documento, un
anticuerpo biespecifico tiene toxicidad reducida como es comparado con un anticuerpo individual o a una combinacion
de mas de un anticuerpo. Es conocido por aquellas personas de experiencia en el campo que cualquier agente de
unioén (por ejemplo, anticuerpo) puede tener farmacocinética unica (PK) (por ejemplo, linea media circulante). En
algunas divulgaciones del presente documento, un anticuerpo biespecifico tiene la capacidad de sincronizar la PK de
dos agentes de union activos en donde los dos agentes de union individuales tienen diferentes perfiles de PK. En
algunas divulgaciones del presente documento, un anticuerpo biespecifico tiene la capacidad de concentrar las
acciones de dos agentes de unién (por ejemplo, anticuerpos) en un area comun (por ejemplo, un tumor y/o entorno de
tumor). En algunas divulgaciones del presente documento, un anticuerpo biespecifico tiene la capacidad de concentrar
las acciones de dos agentes de uniéon (por ejemplo, anticuerpos) a un objetivo comun (por ejemplo, un tumor o una
célula tumoral) . En algunas divulgaciones del presente documento, un anticuerpo biespecifico tienen la capacidad de
fijar como objetivo las acciones de dos agentes de unién (por ejemplo, anticuerpos) a mas de una ruta o funcion
biologica.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico se une especificamente a VEGF y un
segundo objetivo. En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico se une especificamente
a DLL4 y un segundo objetivo. En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico se une
especificamente a VEGF y DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico se une
especificamente a VEGF humano y DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo
biespecifico es un anticuerpo humano monoclonal o humano humanizado. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo biespecifico inhibe la angiogénesis y reduce el numero o frecuencia de células madre
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cancerosas. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico inhibe el crecimiento de
vasos sanguineos e inhibe la maduracion de vasos sanguineos. En algunas divulgaciones del presente documento,
el anticuerpo biespecifico previene la hiperproliferacion endotelial. En algunas divulgaciones del presente documento,
el anticuerpo biespecifico tiene toxicidad disminuida y/o efectos secundarios. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo biespecifico tiene toxicidad disminuida y/o efectos secundarios como es comparado con una
mezcla de los dos anticuerpos individuales o los anticuerpos como agentes individuales. En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo biespecifico tiene un indice terapéutico incrementado. En algunas divulgaciones
del presente documento, el anticuerpo biespecifico tiene un indice terapéutico incrementado como es comparado con
una mezcla de los dos anticuerpos individuales o los anticuerpos como agentes individuales.

En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico puede reconocer especificamente y
unirse a un primer objetivo de antigeno, (por ejemplo, DLL4) asi como un segundo objetivo de antigeno, tal como una
molécula efectora en un leucocito (por ejemplo, CD2, CD3, CD28, o B7) o un receptor Fc (por ejemplo, CD64, CD32,
0 CD16) para enfocar los mecanismos de defensa celulares a la célula que expresa el primer objetivo de antigeno. En
algunas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos biespecificos se pueden usar para dirigir los agentes
de citotoxicidad a las células que expresan un antigeno objetivo particular. Estos anticuerpos poseen un sitio de union
a antigeno (por ejemplo, a DLL4 humano) y un segundo sitio que se une a un agente citotoxico o un quelante de
radionucleidos, tal como EOTUBE, DPTA, DOTA, o TETA.

Las técnicas para hacer anticuerpos biespecificos son conocidas por aquellas personas expertas en el campo, véase
por ejemplo, Millstein y colaboradores, 1983, Nature, 305:537-539; Brennan y colaboradores, 1985, Science, 229:81;
Suresh y colaboradores, 1986, Methods in Enzymol., 121:120; Traunecker y colaboradores, 1991, EMBO J., 10:3655-
3659; Shalaby y colaboradores, 1992, J. Exp. Med., 175:217-225; Kostelny y colaboradores, 1992, J. Immunol.,
148:1547-1553; Gruber y colaboradores, 1994, J. Immunol., 152:5368; Patente de E.U.A. No. 5,731,168; Publicacién
Internacional No. WO 2009/089004; y Publicacion de Patente de E.U.A. No. 2011/0123532. En algunas divulgaciones
del presente documento, los anticuerpos biespecificos comprenden regiones constantes de cadena pesada o
modificaciones en los aminoacidos que son parte de la interfase entre las dos cadenas pesadas. En algunas
divulgaciones del presente documento, los anticuerpos biespecificos se pueden generar usando una estrategia de
"perillas en agujeros" (véase, por ejemplo, Patente de E.U.A. No. 5,731,168; Ridgway y colaboradores, 1996, Prot.
Engin. , 9:617-621). Algunas veces la terminologia de "perillas" y "agujeros" se reemplaza con los términos
"protuberancias" y "cavidades". En algunas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos biespecificos
pueden comprender regiones bisagra variantes incapaces de formar uniones de disulfuro entre las cadenas pesadas
(véase, por ejemplo, WO 2006/028936). En algunas divulgaciones del presente documento, las modificaciones pueden
comprender cambios en los aminoacidos que dan por resultado interacciones electrostaticas alteradas. En algunas
divulgaciones del presente documento, las modificaciones pueden comprender cambios en los aminoacidos que dan
por resultado interacciones hidrofébicas/hidrofilicas alteradas.

Los anticuerpos biespecificos pueden ser anticuerpos intactos o fragmento de anticuerpo que comprende sitios de
unién a antigeno. Los anticuerpos con mas de dos valencias también se contemplan. Por ejemplo, los anticuerpos
biespecificos se pueden preparan (Tutt y colaboradores, 1991, J. Immunol., 147:60). De esta manera, en ciertas
divulgaciones del presente documento los anticuerpos a VEGF y/o DLL4 son multiespecificos.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos (u otros polipéptidos) descritos en la presente
pueden ser monoespecificos. En ciertas divulgaciones del presente documento, cada uno del uno o mas sitios de
unién a antigeno que un anticuerpo contiene es capaz de unirse (o unirse) a un epitopo homologo en diferentes
proteinas.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un fragmento de anticuerpo.
Los fragmentos de anticuerpo pueden tener diferentes funciones o capacidades que los anticuerpos intactos; por
ejemplo, los fragmentos de anticuerpo pueden tener penetracion incrementada del tumor. Varias técnicas son
conocidas para la produccion de los fragmentos de anticuerpo incluyendo, pero no limitado a, digestion proteolitica de
anticuerpos intactos. En algunas divulgaciones del presente documento, los fragmentos de anticuerpo incluyen un
fragmento F(ab’)2 producido por la digestion de pepsina de una molécula de anticuerpo. En algunas divulgaciones del
presente documento, los fragmentos de anticuerpo incluyen un fragmento Fab generado al reducir los puentes de
disulfuro de un fragmento F(ab’)2. En otras divulgaciones del presente documento, los fragmentos de anticuerpo
incluyen un fragmento Fab generado por el tratamiento de la molécula de anticuerpo con papainay un agente reductor.
En ciertas divulgaciones del presente documento, los fragmentos de anticuerpo se producen recombinantemente. En
algunas divulgaciones del presente documento, los fragmentos de anticuerpo incluyen Fv o fragmentos de Fv de
cadena individual (scFv). Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv, y scFv se pueden expresar en y secretar de E. coliu
otras células hospederas, permitiendo la produccion de grandes cantidades de estos fragmentos. En algunas
divulgaciones del presente documento, los fragmentos de anticuerpo se aislan de las bibliotecas de fago de
anticuerpos como se plantea en la presente. Por ejemplo, los métodos se pueden usar para la construccién de
bibliotecas de expresion Fab (Use y colaboradores, 1989, Science, 246:1275-1281) para permitir la identificacion
rapida y efectiva de los fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada para VEGF y/o DLL4 o derivados,
fragmentos, analogos u homélogos de los mismos. En algunas divulgaciones del presente documento, los fragmentos
de anticuerpo son fragmentos de anticuerpo lineales. En ciertas divulgaciones del presente documento, los fragmentos
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de anticuerpo son monoespecificos o biespecificos. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de
unién a VEGF/DLL4 es un scFv. Se pueden usar varias técnicas para la produccion de anticuerpos de cadena
individual especificos a VEGF o DLL4 (véase, por ejemplo, Patente de E.U.A. No. 4.946.778).

Ademas puede ser deseable, especialmente en el caso de los fragmentos de anticuerpo, modificar un anticuerpo a fin
de alterar (por ejemplo, incrementar o disminuir) su vida media en suero. Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante
la incorporacién de un epitopo de unién a receptor de rescate en el fragmento de anticuerpo mediante mutacién de la
regién apropiada en el fragmento de anticuerpo o al incorporar el epitopo en una etiqueta de péptido que luego se
fusiona al fragmento de anticuerpo en cualquier extremo o en la parte intermedia (por ejemplo, por sintesis de ADN o
péptidos).

Los anticuerpos heteroconjugados también estan dentro del alcance de la presente divulgacion. Los anticuerpos
heteroconjugados se componen de dos anticuerpos covalentemente unidos. Tales anticuerpos, por ejemplo, se han
propuesto para fijar como objetivo células inmunes a células no deseadas (véase, por ejemplo, Patente de E.U.A. No.
4.676.980). También se contempla que los anticuerpos heteroconjugados se pueden preparar in vitro usando métodos
conocidos en la quimica de proteina sintética, incluyendo aquellas que implican agentes de reticulacion. Por ejemplo,
las inmunotoxinas se pueden construir usado una reaccion de intercambio de disulfuro o al formar una union de tioéter.
Ejemplos de reactivos adecuados para este propésito incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato.

Para los propositos de la presente divulgacion, se debe apreciar que los anticuerpos modificados pueden comprender
cualquier tipo de region variable que proporcione la asociacion del anticuerpo con el objetivo (es decir, VEGF humano
o DLL4 humano). En este aspecto, la region variable puede comprender o ser derivado de cualquier tipo de mamifero
que se pueda inducir a totalizar una respuesta humoral y generar inmunoglobulinas contra el antigeno deseado. Como
tal, la region variable de los anticuerpos modificados puede ser, por ejemplo, humano, murino, primate no humano
(por ejemplo, monos cynomolgus, macacos, etc.) o de origen de conejo. En algunas divulgaciones del presente
documento, tanto las regiones variables como constantes de las inmunoglobulinas modificadas son humanas. En otras
divulgaciones del presente documento, las regiones variables de los anticuerpos compatibles (usualmente derivados
de una fuente no humana) se pueden disefiar o adaptar especificamente para mejorar las propiedades de unién o
para reducir la inmunogenicidad de la molécula. En este aspecto, las regiones variables Utiles en la presente invencion
se pueden humanizar o alterar de otra manera a través de la inclusién de secuencias de aminoacido importadas.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los dominios variables en tanto las cadenas pesadas como ligeras
se alteran por el reemplazo o por lo menos parcial de una o0 mas CDRs vy, si es necesario, por el reemplazo de la
region de estructura parcial y la modificacion y/o alteracién de secuencia. Aunque las CDRs se pueden derivar de un
anticuerpo de la misma clase o aun subclase como el anticuerpo del cual las regiones de estructura se derivan, se
prevé que las CDRs se pueden derivar de un anticuerpo de diferente clase y frecuentemente de un anticuerpo de una
especie diferente. Puede no ser necesario reemplazar todas las CDRs con todas las CDRs de una region variable
donadora para transferir la capacidad de unién a antigeno de un dominio variable a otro. Mas bien, puede ser solo
necesario transferir esos residuos que son requeridos para mantener la actividad del sitio de unién a antigeno.

Las alteraciones a la regién variable no obstante, aquellos expertos en el campo apreciaran que los anticuerpos
modificados de esta divulgacién comprenderan anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos de longitud completa o
fragmentos inmunorreactivos de los mismos) en los cuales por lo menos una fraccion de uno o mas de los dominios
de regién constante se han detectado o de otra manera alterado para proporcionar caracteristicas bioquimicas
deseadas tales como localizacion incrementada de tumor o vida media de suero incrementada cuando se compara
con anticuerpo de aproximadamente la misma inmunogenicidad que comprende una regién constante relativa o
inalterada. En algunas divulgaciones del presente documento, la regidon constante de los anticuerpos modificados
comprendera una region constante humana. Las modificaciones a la region constante compatible con esta divulgacion
comprenden adiciones, supresiones o sustituciones de uno o mas aminoacidos en uno o mas dominios. Los
anticuerpos modificados dados a conocer en la presente pueden contener alteraciones o modificaciones a uno o mas
de los tres dominios constantes de cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) y/o al dominio constante de cadena ligera (CL)
. En algunas divulgaciones del presente documento, uno o mas dominios se suprimen parcial o completamente de las
regiones constantes de los anticuerpos modificados. En algunas divulgaciones del presente documento, los
anticuerpos modificados comprenderan constructos o variantes suprimidos de dominio en donde el dominio CH2
completo se ha removido (constructos ACH2). En algunas divulgaciones del presente documento, el dominio de region
constante omitido se reemplazé por un espaciador de aminoacido corto (por ejemplo, residuos de 10 aminoacidos)
que proporcionan algo de la flexibilidad molecular impartida normalmente por la regién constante ausente.

En algunas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos modificados se disefian para fusionar el dominio
CH3 directamente a la region bisagra del anticuerpo. En otras divulgaciones del presente documento, un espaciador
de péptido se inserta entre la region bisagra y los dominios CH2 y/o CH3 modificados. Por ejemplo, los constructos se
pueden expresar en donde el dominio CH2 se ha suprimido y el dominio CH3 (modificado o no modificado) se une a
la regién bisagra con un espaciador de 5-20 aminoacidos. Tal espaciador se puede agregar para asegura que los
elementos reguladores del dominio constante permanezcan libres y accesibles o que la regidén bisagra permanezca
flexible. Sin embargo, cabe destacar que los espaciadores de aminoacidos pueden, en algunos casos, probar ser
inmunogénicos e inducen una respuesta inmune indeseada contra el constructo. Por consiguiente, en ciertas
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divulgaciones del presente documento, cualquier espaciador agregado al constructo sera relativamente no
inmunogénico para mantener las calidades biolégicas deseadas de los anticuerpos modificados.

En algunas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos modificados pueden tener solamente una supresion
parcial de un dominio o sustitucién constante de pocos o aun un aminoacido individual. Por ejemplo, la mutacion de
un aminoacido individual en las areas seleccionadas del dominio CH2 puede ser suficiente para reducir
sustancialmente la unién de Fc e incrementar en consecuencia la localizacion de la célula cancerosa y/o penetraciéon
del tumor. Similarmente, puede ser deseable simplemente suprimir la parte de uno o mas dominios de regién constante
que controlan una funcion efectora especifica (por ejemplo unién de C1g de complemento) que se modula. Tales
supresiones parciales de las regiones constantes pueden mejorar las caracteristicas seleccionadas del anticuerpo
(vida media en suero) mientras que dejan intactas otras funciones deseables asociadas con el dominio de regién
constante sujeto. Por otra parte, como se alude en o anterior, las regiones constantes de los anticuerpos divulgados y
dados a conocer se pueden modificar a través de la mutacion o sustitucion de uno o mas aminoacidos que potencia
el perfil del consultor resultante. En este aspecto puede ser posible alterar la actividad proporcionada por un sitio de
uniéon conservado (por ejemplo, unién a Fc) mientras que mantiene sustancialmente la configuracion y perfil
inmunogénico del anticuerpo modificado. En ciertas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos
modificados comprenden la adicién de uno o mas aminoacidos a la region constante para potenciar las caracteristicas
deseables tal como disminuir o incrementar la funcion efectora y proporcionar mas sitios de unién de citotoxina o
carbohidratos.

Es conocido en el campo que la region constante media varias funciones efectoras. Por ejemplo, la unién del
componente C1 del complemento a la regién Fc de los anticuerpos IgG o IgM (unidos al antigeno) activa el sistema
complementario. La activacién del complemento es importante en la opsonizacion vy lisis de los patdgenos celulares.
La activacién del complemento también activa la respuesta inflamatoria y también se puede aplicar en la
hipersensibilidad autoinmune. Ademas, la regién Fc de un anticuerpo puede unirse a una respuesta que expresa un
receptor Fc (FcR). Existe varios receptores Fc que son especificos para diferentes clases de anticuerpos, incluyendo
IgG (receptores gamma), IgE (receptores épsilon), IgA (receptores alfa) e IgM (receptores mu). La unién del anticuerpo
a los receptores Fc en las superficies celulares desencadena varias respuestas bioldgicas importantes y diversas
incluyendo el agobio y destruccion de las particulas recubiertas con anticuerpo, eliminacién de los complejos inmunes,
lisis de las células objetivo recubiertas con anticuerpo por células exterminadoras (llamado citotoxicidad de células
dependientes de anticuerpos o ADCC), liberacidon de mediadores inflamatorios, transferencia placentaria y control de
la produccién de inmunoglobulina.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos modificados proporcionan funciones efectoras
alteradas que, a su vez, afectan el perfil biolégico del anticuerpo administrado. Por ejemplo, en algunas divulgaciones
del presente documento, la supresion o inactivacion (a través de mutaciones puntuales u otros medios) de un dominio
de region constante puede reducir la unién del receptor Fc del anticuerpo modificado circulante incrementando de esta
manera la localizacién de células cancerosas y/o penetracion del tumor. En otras divulgaciones del presente
documento, las modificaciones de la region constante incrementan la vida media en suero del anticuerpo. En otras
divulgaciones del presente documento, las modificaciones de region constante reducen la vida media en suero del
anticuerpo. En algunas divulgaciones del presente documento, la regiéon constante se modifica para eliminar las
uniones de disulfuro o porciones de oligosacaridos. Las modificaciones a la region constante de acuerdo con esta
divulgacion se pueden hacer facilmente usando técnicas de ingenieria bioquimica molecular bien conocidas por
aquellas personas de experiencia en el campo.

En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 que es un anticuerpo no tiene
una o mas funciones efectoras. Por ejemplo, en algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo no tiene
actividad de ADCC, y/o ninguna actividad de citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). En ciertas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo no se une a un receptor Fc, y/o factores de complemento. En
ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo no tiene una funcion efectora.

La presente divulgacion abarca ademas variantes equivalentes que son sustancialmente homélogos a los anticuerpos
quiméricos, humanizados y humanos, o fragmentos de anticuerpo de los mismos, expuestos en la presente. Estos
pueden contener, por ejemplo, mutaciones de sustituciones conservadoras, es decir la sustitucién de uno o mas
aminoacidos por aminoacidos similares. Por ejemplo, la sustitucion conservadora se refiere a la sustitucion de un
aminoacido con otro aminoacido dentro de la misma clase general tal como, por ejemplo, un aminoacido acido con
otro aminoacido acido, un aminoacido basico con otro aminoacido basico o un aminoacido neutro con otro aminoacido
neutro. Lo que se propone para una sustitucion de aminoacido conservadora es bien conocido en el campo y se
describe en la presente.

De esta manera, la presente divulgacién proporciona métodos para producir un anticuerpo que se une a VEGF y/o
DLL4, incluyendo anticuerpos biespecificos que se unen especificamente a tanto VEGF como DLL4. En algunas
divulgaciones del presente documento, el método para producir un anticuerpo que se une a VEGF y/o DLL4 comprende
el uso de técnicas de hibridoma. En algunas divulgaciones del presente documento, el método para generar un
anticuerpo que se une a VEGF o DLL4 o un anticuerpo biespecifico que se une a VEGF y DLL4 comprende la
clasificacion de una biblioteca en fago humana. La presente invencidn proporciona ademas métodos para identificar
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un anticuerpo que se une a VEGF y/o DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo se
identifica por la clasificacion FACS para unirse a VEGF o una porcion del mismo. En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo se identifica por la clasificacion FACS para unirse a DLL4 o una porcién del mismo.
En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo se identifica por la clasificacion de FACS para unirse
tanto a VEGF como a DLL4 o una porcion de los mismos. En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo se identifica por la clasificacion usando ELISA para la unién a VEGF. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo se identifica por la clasificacion usando el ELISA para la unién a DLL4. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo se identifica por la clasificacion usando el ELISA para unirse a
VEGF y DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo se identifica por la clasificacion FACS
para el bloqueo de la unién de VEGF humano a un receptor VEGF humano. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo se identifica por la clasificacién FACS para el bloqueo de la unién de DLL4 humano a un
receptor Notch humano. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo se identifica por la
clasificacion para la inhibiciéon o bloqueo de la sefializacion Notch. En algunas divulgaciones del presente documento,
el anticuerpo se identifica por la clasificacion para la inhibicion o bloqueo de la actividad de VEGF (por ejemplo,
induccioén de proliferacion de HUVEC). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo se identifica
por la clasificacion para la modulacion del angiogénesis.

En algunas divulgaciones del presente documento, un método para generar un anticuerpo VEGF humano comprende
inmunizar un mamifero con un polipéptido que comprende los aminoacidos 27-232 de VEGF humano. En algunas
divulgaciones del presente documento, un método para generar un anticuerpo a VEGF humano comprende inmunizar
un mamifero con un polipéptido que comprende por lo menos una porcidon de los aminoacidos 27-232 del VEGF
humano. En algunas divulgaciones del presente documento, el método comprende ademas aislar los anticuerpos o
células productoras de anticuerpos del mamifero. En algunas divulgaciones del presente documento, un método para
generar un anticuerpo monoclonal que se une a VEGF comprende: inmunizar un mamifero con un polipéptido que
comprende por lo menos una porcién de los aminoacidos 27-232 del VEGF humano, y aislar las células productoras
de anticuerpos del mamifero inmunizado. En algunas divulgaciones del presente documento, el método comprende
ademas fusionar las células productoras de anticuerpos con células de una linea de células de mieloma para formar
células de hibridoma. En algunas divulgaciones del presente documento, el método el método comprende ademas
seleccionar una célula de hibridoma que expresa un anticuerpo que se une al VEGF. En ciertas divulgaciones del
presente documento, el mamifero es un ratéon. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo se
selecciona usando un polipéptido que comprende por lo menos una porcién de los aminoacidos 27-232 del VEGF
humano.

En algunas divulgaciones del presente documento, un método para generar un anticuerpo al DLL4 humano comprende
inmunizar un mamifero con una polipéptido que comprende los aminoacidos 27-529 del DLL4 humano. En algunas
divulgaciones del presente documento, un método para generar un anticuerpo al DLL4 humano comprende inmunizar
un mamifero con un polipéptido que comprende por lo menos una porcidon de los aminoacidos 27-529 del DLL4
humano. En algunas divulgaciones del presente documento, un método para generar un anticuerpo monoclonal que
se une a DLL4 comprende: inmunizar un mamifero con una polipéptido que comprende por lo menos una porcion de
los aminoacidos 27-529 del DLL4 humano, y aislar las células productoras del anticuerpo del mamifero inmunizado.
En algunas divulgaciones del presente documento, el método comprende ademas fusionar las células productoras de
anticuerpos con células de una linea de células de mieloma para formar células de hibridoma. En algunas
divulgaciones del presente documento, el método comprende ademas seleccionar una célula de hibridoma que
expresa un anticuerpo que se une a DLL4. En ciertas divulgaciones del presente documento, el mamifero es un ratén.
En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo se selecciona usando un polipéptido que comprende
por lo menos una porcion de los aminoacidos 27-529 del DLL4 humano.

En algunas divulgaciones del presente documento, un método para generar un anticuerpo a VEGF humano comprende
clasificar una biblioteca de expresion de anticuerpos para anticuerpos que se unen a VEGF humano. En algunas
divulgaciones del presente documento, un método para generar un anticuerpo DLL4 humano comprende clasificar una
biblioteca de expresion de anticuerpos para anticuerpos que se unen al DLL4 humano. En algunas divulgaciones del
presente documento, un método para generar un anticuerpo al VEGF humano y/o al DLL4 humano comprende
clasificar una biblioteca de expresion de anticuerpos para anticuerpos biespecificos que se unen al VEGF humano y
DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento, la biblioteca de expresion de anticuerpos es una
biblioteca de fagos. En algunas divulgaciones del presente documento, la clasificacién comprende inmunoplaqueteo.
En algunas divulgaciones del presente documento, la biblioteca de expresion de anticuerpos (por ejemplo, una
biblioteca de fagos) se clasifica usando por lo menos una porcién de los aminoacidos 27-232 del VEGF humano. En
algunas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos identificados en la primera clasificacion se clasifican
contra el uso de por lo menos una porcion de los aminoacidos 27-529 del DLL4 humano para identificar un anticuerpo
biespecifico que se une a VEGF y DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, la biblioteca de expresion
de anticuerpos (por ejemplo, una biblioteca de fagos) se clasifica usando por lo menos una porcion de los aminoacidos
27-529 del DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos identificados en la
primera clasificacion se clasifican contra el uso de por lo menos una porcién de los aminoacidos 27-232 del VEGF
humano para identificar un anticuerpo biespecifico que une a VEGF y DLL4. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo identificado en las clasificaciones es un antagonista VEGF. En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo identificado en la clasificacion inhibe las actividades bioldgicas inducidas por VEGF.
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En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo identificado en la clasificacién es un antagonista
DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo identificado en la clasificacion inhibe la
sefializacion Notch inducida por DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo identificado
en la clasificacion se une tanto al VEGF humano como el VEGF de ratdn. En algunas divulgaciones del presente
documento, el anticuerpo identificado en la clasificacion se une a tanto el DLL4 humano como el DLL4 de raton.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos descritos en la presente se aislan. En ciertas
divulgaciones del presente documento, los anticuerpos descritos en la presente son sustancialmente puros.

En algunas divulgaciones del presente documento de la presente invencion, los agentes de unién a VEGF/DLL4 son
polipéptidos. Los polipéptidos pueden ser polipéptidos recombinantes, polipéptidos naturales, o polipéptidos sintéticos
que comprenden un anticuerpo, o fragmento del mismo, que se unen a VEGF y/o DLL4. Se reconocera en el campo
que algunas secuencias de aminoacidos de los agentes de union descritos en la presente se pueden variar sin efecto
significativo en la estructura o funcién de la proteina. De esta manera, la invencion incluye ademas variaciones d los
polipéptidos que muestran actividad sustancial o que incluyen regiones de un anticuerpo, o fragmento del mismo,
contra el VEGF humano y/o DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento, las variaciones de
secuencia de aminoacidos de los polipéptidos de unién a VEGF/DLL4 incluyen supresiones, inserciones, inversiones,
repeticiones y/u otros tipos de sustituciones.

En algunas divulgaciones del presente documento, los polipéptidos descritos en la presente se aislan. En algunas
divulgaciones del presente documento, los polipéptidos descritos en la presente son sustancialmente puros.

Los polipéptidos, andlogos y variantes de los mismos, se pueden modificar adicionalmente para contener porciones
quimicas adicionales no normalmente parte del polipéptido. Las porciones derivadas pueden mejorar o de otra manera
modular la solubilidad, la vida media bioldgica, y/o absorcién del polipéptido. Las porciones también pueden reducir o
eliminar los efectos secundarios indeseables de los polipéptidos y variantes. Un estudio general para las pociones
quimicas se puede encontrar en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 Edicién, 2005, University of
the Sciences, Filadelfia, PA.

El polipéptidos descrito en la presente se puede producir mediante cualquier método adecuado conocido en el campo.
Tales métodos varian de métodos de sintesis de proteinas directos para construir una secuencia de ADN que codifica
secuencias de polipéptidos y que expresa esa secuencia en un hospedero adecuado. En algunas divulgaciones del
presente documento, una secuencia de ADN se construye usando tecnologia recombinante al aislar o al sintetizar una
secuencia de ADN que codifica una proteina de tipo silvestre de interés. Opcionalmente, la secuencia se puede
mutagenizar por mutagénesis especifica de sitio para proporcionar analogos funcionales de la misma. Véase, por
ejemplo, Zoeller y colaboradores, 1984, PNAS, 81:5662-5066 y Patente de E.U.A. No. 4,588,585.

En algunas divulgaciones del presente documento, una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de interés se
puede construir por sintesis quimica usando un sintetizador de oligonucleétidos. Los oligonucledtidos se pueden
disefiar basados en la secuencia de aminoacidos del polipéptido deseado y al seleccionar esos codones que son
favorecidos en la célula hospedera en la cual el polipéptido recombinante de interés se producira. Métodos estandares
se pueden aplicar para sintetizar una secuencia de polinucleétidos que codifican un polipéptido aislado de interés. Por
ejemplo, una secuencia de aminoacidos completa se puede usar para construir un gen de nuevo traducido. Ademas,
un oligémero de ADN que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido aislado particular se
puede sintetizar. Por ejemplo, varios oligonucleétidos pequefios que codifican porciones de polipéptido deseado se
pueden sintetizar y luego unir. Los oligonucledtidos individuales contienen normalmente terminales 5’ o 3’ para el
ensamblaje complementario.

Una vez ensambladas (por sintesis, mutagénesis dirigida al sitio, u otro método), las secuencias de polinucleétidos
que codifican un polipéptido particular de interés se pueden insertar en un vector de expresion y unir operativamente
a una secuencia de control de expresion apropiada para expresion de la proteina en un hospedero deseado. El
ensamblaje apropiado se puede confirmar por la secuenciacion de nucleétidos, mapeo de enzimas de restriccion, y/o
expresion de un polipéptido biolégicamente activo en un hospedero adecuado. Como se conoce bien en el campo, a
fin de obtener niveles de expresion alta de un gen transfectado en un hospedero, el gen se debe unir operativamente
a la secuencia de control de expresion transcripcionales y/o traduccionales que son funcionales en el hospedero de
expresion elegido.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los vectores de expresion recombinantes se usan para amplificar y
expresar los anticuerpos que codifican ADN, o fragmentos de los mismos, contra el VEGF y/o DLL4 humanos. Por
ejemplo, los vectores de expresion recombinantes pueden ser constructos de ADN replicables que tienen fragmentos
de ADN derivados de ADNCc sintéticos que codifican una cadena de polipéptidos de un agente de unién a VEGF/DLL4,
tal como un anticuerpo anti-VEGF o un anticuerpo anti-DLL4, o un fragmento del mismo, unidos operativamente a un
elementos reguladores transcripcionales y/o traduccionales adecuados derivados de genes de mamifero, microbiano,
virales, o de insecto. Una unidad transcripcional comprende generalmente un ensamblaje de (1) un elemento genético
0 elementos que tienen una funcién reguladora en la expresion génica, por ejemplo, promotores o potenciadores
transcripcionales, (2) una secuencia estructural o de codificacidon que se transcribe en ARNm y se traduce en proteina,
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y (3) secuencias de inicio y terminacion de transcripcion y traduccién apropiadas. Los elementos reguladores pueden
incluir una secuencia operadora para controlar la transcripcion. La capacidad de replicaciones en un hospedero,
usualmente conferido por un origen de replicacion, y un gene de seleccion para facilitar el reconocimiento de los
transformantes se pueden incorporar adicionalmente. Las regiones de ADN estan "operativamente unidas" cuando se
relacionan funcionalmente entre si. Por ejemplo, el ADN para un péptido de sefal (lider secretor) se une
operativamente al ADN para un polipéptido si se expresa como un percusor el cual participa en la secrecion del
polipéptido; un promotor se une operativamente a una secuencia de codificacion si controla una transcripcion de la
secuencia; o un sitio de unién a ribosoma se une operativamente a una secuencia de codificacion y se coloca para
permitir la traduccion. En algunas divulgaciones del presente documento, los elementos estructurales propuestos para
el uso en los sistemas de expresién de levadura incluyen una secuencia lider que permite la secrecion extracelular de
la proteina traducida por una célula hospedera. En otras divulgaciones del presente documento, en situaciones donde
la proteina recombinante se expresa sin una secuencia lider o de transporte, puede incluir un residuo de metionina N-
terminal. Esto residuo se puede escindir de manera opcional subsecuentemente de la proteina recombinante
expresada para proporcionar un producto final.

La eleccion de una secuencia de control de expresion y un vector de expresion depende de la eleccidn del hospedero.
Una prevariedad de combinaciones de hospedero/vector de expresiéon se pueden emplear. Los vectores de expresion
utiles para los hospederos eucariéticos incluyen, por ejemplo, vectores que comprenden secuencias de control de
expresion de SV40, virus de papiloma bovino, adenovirus y citomegalovirus. Los vectores de expresion utiles para
hospederos bacterianos incluyen plasmidos bacterianos conocidos, tales como plasmidos de E. coli incluyendo pCR1,
pBR322, pMB9, y sus derivados, y plasmidos de intervalo de hospedero mas amplios, tal como M13 y otros fagos de
ADN de hebra individual filamentosos.

Los agentes de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, polipéptidos) de la presente divulgaciéon se pueden expresar de uno
0 mas vectores. Por ejemplo, en algunas divulgaciones del presente documento, un polipéptido de cadena pesada se
expresa por un vector, un segundo polipéptido de cadena pesada se expresa por un segundo vector y un polipéptido
de cadena ligera se expresa por un tercer vector. En algunas divulgaciones del presente documento, un primer
polipéptido de cadena pesada y un polipéptido de cadena ligera se expresa por un vector y un segundo polipéptido de
cadena pesada se expresa por un segundo vector. En algunas divulgaciones del presente documento, los polipéptidos
de cadena pesada se expresan por un vector y un polipéptido de cadena ligera se expresa por un segundo vector. En
algunas divulgaciones del presente documento, tres polipéptidos se expresan de un vector. De esta manera, en
algunas divulgaciones del presente documento, un primer polipéptido de cadena pesada, un segundo polipéptido de
cadena pesada, y un polipéptido de cadena ligera se expresan por un vector individual.

Células hospederas adecuadas para la expresion de un polipéptido o anticuerpo de unién a VEGF/DLL4 (o una
proteina de VEGF o DLL4 para el uso como un antigeno) incluyen procariotas, células de levadura, células de insecto,
o células eucarioticas superiores bajo el control de los promotores apropiados. Los procariotas incluyen organismos
gram negativos o gram positivos, por ejemplo E. coli o Bacillus. Las células eucariéticas superiores incluyen lineas de
células establecidas de origen de mamifero como se describe a continuacion. Los sistemas de traduccion sin células
también se emplean. Los vectores de clonacion y expresion apropiados para el uso con hospederos celulares
bacterianos, fungicos, de levadura y de mamifero se describen en Pouwels y colaboradores, 1985, Cloning Vectors:
A Laboratory Manual, Elsevier, New York, NY. La informacién adicional con respecto a los métodos de produccién de
proteinas, incluyendo produccién de anticuerpos, se puede encontrar, por ejemplo, en la Publicacion de Patente de
E.U.A. No. 2008/0187954; Patentes de E.U.A. Nos. 6.413.746; 6.660.501; Publicacion de Patente Internacional No.
WO 04/009823.

Varios sistemas de cultivo de células de mamifero o insecto se pueden usar para expresar polipéptidos recombinantes.
La expresion de proteinas recombinantes en células de mamifero puede ser deseable debido a que estas proteinas
esta generalmente de manera correcta plegadas, apropiadamente modificadas y biolégicamente funcionales.
Ejemplos de lineas de células hospederas de mamifero adecuadas incluyen, pero no se limitan a, lineas de células
COS-7 (derivadas de reunion de monos), L-929 (derivadas de fibroblastos de murino), C127 (derivadas de tumor
mamario de murino) 3T3 (derivadas de fibroblasto de murino), CHO (derivadas de ovario de hamster Chino), HelLa
(derivadas de cancer cervical humanos), BHK (derivadas de fibroblasto de rifion de hamster), HEK-293 (derivadas de
riidn embridnico humano) y variantes de estas lineas de células. Los vectores de expresion de mamifero pueden
comprender elementos no transcritos tal como un origen de replicacion, un promotor y potenciador adecuados unidos
al gen que se expresa, y otra secuencia no transcrita de flanqueo 5’ o 3’, y secuencias no traducidas 5’ o 3’, tal como
sitio de unién a ribosomas necesarios, un sitio de poliadenilacion, sitios donadores de empalme y aceptores, y
secuencia de terminacion transcripcionales. La expresion de proteina recombinante en baculovirus también ofrece un
método solido para producir proteinas correctamente plegadas y biolégicamente funcionales. Los sistemas de
baculovirus para la produccion de proteinas heterdlogas en células de insectos son bien conocidos por aquellas
personas de experiencia en el campo (véase, por ejemplo, Luckow y Summers, 1988, Bio/Technology, 6:47).

De esta manera, la presente divulgacion proporciona células que comprenden los agentes de unién a VEGF/DLL4
descrito en la presente. En algunas divulgaciones del presente documento, las células producen los agentes de union
a VEGF/DLL4 descrito en la presente. En ciertas divulgaciones del presente documento, las células producen un
anticuerpo. En algunas divulgaciones del presente documento, las células producen un agente de union a VEGF, tal
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como un anticuerpo anti-VEGF. En algunas divulgaciones del presente documento, las células producen un anticuerpo
biespecifico que se une a VEGF. En algunas divulgaciones del presente documento, las células producen un agente
de unién a DLL4, tal como un anticuerpo anti-DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, las células
producen un anticuerpo biespecifico que se une a DLL4. En ciertas divulgaciones del presente documento, las células
producen un agente de unién a VEGF/DLL4 biespecifico, tal como un anticuerpo biespecifico que se une a VEGF y
DLL4. En ciertas divulgaciones del presente documento, las células producen el anticuerpo 219R45. En ciertas
divulgaciones del presente documento, las células producen el anticuerpo 21R79. En ciertas divulgaciones del
presente documento, las células producen el anticuerpo 21R75. En ciertas divulgaciones del presente documento, las
células producen el anticuerpo 21R83. En ciertas divulgaciones del presente documento, las células producen un
anticuerpo biespecifico que comprende un sitio de union a antigeno del anticuerpo 219R45. En ciertas divulgaciones
del presente documento, las células producen un anticuerpo biespecifico que comprende un sito de unién a antigeno
del anticuerpo 21R79. En ciertas divulgaciones del presente documento, las células producen un anticuerpo
biespecifico que comprende un sitio de unién a antigeno del anticuerpo 21R75. En ciertas divulgaciones del presente
documento, las células producen un anticuerpo biespecifico que comprende un sitio de unioén a antigeno del anticuerpo
21R83. En ciertas divulgaciones del presente documento, las células producen un anticuerpo biespecifico que
comprende un sitio de union a antigeno del anticuerpo 219R45 y un sitio de unién a antigeno del anticuerpo 21R79.
En ciertas divulgaciones del presente documento, las células producen un anticuerpo biespecifico que comprende un
sitio de unién a antigeno del anticuerpo 219R45 y un sitio de union a antigeno del anticuerpo 21M18. En ciertas
divulgaciones del presente documento, las células producen un anticuerpo biespecifico que comprende un sitio de
unién a antigeno del anticuerpo 219R45 y un sitio de unién a antigeno del anticuerpo 21R75. En ciertas divulgaciones
del presente documento, las células producen un anticuerpo biespecifico que comprende un sitio de unién a antigeno
del anticuerpo 219R45 y un sitio de unién a antigeno del anticuerpo 21R83. En ciertas divulgaciones del presente
documento, las células producen el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18. En ciertas divulgaciones del presente
documento, las células producen el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R79. En ciertas divulgaciones del presente
documento, las células producen el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R75. En ciertas divulgaciones del presente
documento, las células producen el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R83.

Las proteinas producidas por un hospedero transformado se pueden purificar de acuerdo con cualquier método
adecuado. Los métodos estandares incluyen cromatografia (por ejemplo, cromatografia de intercambio idnico, de
afinidad y de columna de dimensionamiento), centrifugacion, solubilidad diferencial, o por cualquier otra técnica
estandar para la purificacion de proteinas. Las etiquetas de afinidad tal como hexa-histidina, dominio de unién a
maltosa, secuencia de recubrimiento de influenza, y glutationa-S-transferasa se pueden unir a la proteina para permitir
la facil purificacion por el pasaje sobre una columna de afinidad apropiada. La cromatografia de afinidad usada para
la purificar inmunoglobulinas puede incluir cromatografia de Proteina A, Proteina G y Proteina L. las proteinas aisladas
se pueden caracterizar fisicamente usando tales técnicas como protedlisis, cromatografia de exclusion de tamafio
(SEC), espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés), resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas
en inglés), enfoque isoeléctrico (IEF, por sus siglas en inglés), cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC, por
sus siglas en inglés), y cristalografia de rayos X. La pureza de las proteinas aisladas se puede determinar usando
técnicas conocidas por aquellas personas de experiencia en el campo, incluyendo pero no limitado a, SDS-PAGE,
SEC, electroforesis en gel capilar, IEF, y enfoque isoeléctrico capilar (clEF).

En algunas divulgaciones del presente documento, los sobrenadantes del sistema de expresién que secretan proteina
recombinante en los medios de cultivo primero se pueden concentrar usando un filtro de concentracién de proteinas
comercialmente disponible, por ejemplo, una unidad de ultra filtracion Amicon o Millipore Pellicon. Después de la etapa
de concentracion, el material concentrado se puede aplicar a una matriz de purificacion adecuada. En algunas
divulgaciones del presente documento, se puede emplear una resina de intercambio aniénico, por ejemplo, una matriz
o sustrato que tiene grupos dietilaminoetilo pendientes (DEAE). Las matrices pueden ser acrilamida, agarosa,
dextrano, celulosa, u otros tipos empleados cominmente en la purificacion de proteinas. En algunas divulgaciones del
presente documento, se puede emplear una etapa de intercambio catidonico. Los intercambiadores catidnicos
adecuados incluyen varias matrices insolubles que comprenden grupos sulfopropilo o carboximetilo. En algunas
divulgaciones del presente documento, se puede emplear un medio de hidroxiapatita, incluyendo pero no limitado a,
hidroxiapatita de ceramica (CHT). En ciertas divulgaciones del presente documento, una o mas etapas de HPLC de
fase inversa que emplea un medio RP-HPLC hidrofébico, por ejemplo, gel de silice que tienen grupos metilo pendientes
u otros alifaticos, se pueden emplear para purificar adicionalmente una proteina recombinante (por ejemplo, un agente
de unién a VEGF/DLL4) . Algo o todo de las etapas de purificacion anteriores, en varias combinaciones, se pueden
emplear para proporcionar una proteina recombinante homogénea.

En algunas divulgaciones del presente documento, las proteinas heterodiméricas tales como anticuerpos biespecificos
se purifican de acuerdo con cualquiera de los métodos descritos en la presente. En algunas divulgaciones del presente
documento, los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 se aislan y/o purifican usando por los menos una etapa
de cromatografia. En algunas divulgaciones del presente documento, la por lo menos una etapa de cromatografia
comprende cromatografia de afinidad. En algunas divulgaciones del presente documento, la por lo menos una etapa
de cromatografia comprende ademas cromatografia de intercambio anionico. En algunas divulgaciones del presente
documento, el producto de anticuerpo aislado y/o purificado comprende por lo menos 90 % de anticuerpo
heterodimérico. En algunas divulgaciones del presente documento, el producto de anticuerpo aislado y/o purificado
comprende por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de anticuerpo heterodimérico. En algunas divulgaciones del
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presente documento, el producto de anticuerpo aislado y/o purificado comprende aproximadamente 100 % de
anticuerpo heterodimérico.

En algunas divulgaciones del presente documento, la proteina recombinante producida en el cultivo bacteriano se
puede aislar, por ejemplo, por extraccion inicial de pelotillas de células, seguido por una o mas de etapas de
cromatografia de concentracion, de salacion, de intercambio de idnico a acuoso, o exclusiéon de tamafo. La HPLC se
puede emplear para etapas de purificacion final. Las células microbianas empleadas en la expresiéon de una proteina
recombinante se pueden alterar por cualquier método conveniente, incluyendo ciclado de congelacién-
descongelacion, sonicacion, alteracidon mecanica, o uso de agentes de lisado celular.

Los métodos conocidos en el campo para purificar anticuerpos y otras proteinas también incluyen, por ejemplo,
aquellos descritos en las Publicacion de Patentes de E.U.A. Nos. 2008/0312425; 2008/0177048; y 2009/0187005.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un polipéptido que no tiene un
anticuerpo. Varios métodos para identificar y producir polipéptidos no de anticuerpos que se unen con alta afinidad a
un objetivo de proteinas son objetivos en el campo. Véase, por ejemplo, Skerra, 2007, Curr. Opin. Biotechnol., 18:295-
304; Hosse y colaboradores, 2006, Protein Science, 15:14-27; Gill y colaboradores, 2006, Curr. Opin. Biotechnol.,
17:653-658; Nygren, 2008, FEBS J., 275:2668-76; y Skerra, 2008, FEBS J., 275:2677-83. En ciertas divulgaciones del
presente documento, la tecnologia de expresién en fago o células de mamifero se pueden usar para producir e/o
identificar un polipéptido de unién a VEGF/DLL4 que no es un anticuerpo. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el polipéptido comprende un andamio de proteinas de un tipo seleccionado del grupo que consiste de
proteina A, proteina G, una lipocalina, un dominio de fibronectina, y un dominio de repeticién consenso de anquirina,
y tioredoxina.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes o anticuerpos de unién a VEGF/DLL4 se pueden usar
en cualquiera de varias formas conjugadas (es decir, un inmunoconjugado o radioconjugado) o no conjugadas. En
ciertas divulgaciones del presente documento, los anticuerpos se pueden usar en una forma no conjugada para
aprovechar los mecanismos de defensa naturales del sujeto incluyendo citotoxicidad dependiente de complemento y
toxicidad celular dependiente de anticuerpo para eliminar células malignas o cancerosas.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo o
polipéptido) se conjuga a un agente citotoxico. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente citotdxico
es un agente quimioterapéutico que incluye, pero no se limita a, metotrexato, adriamicina, doxorubicina, melfalan,
mitomicina C, clorambucilo, daunorubicina u otros agentes intercaladores. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente citotoxico es una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal
o fragmentos de los mismos, incluyendo, pero no limitado a, cadena de difteria A, fragmentos activos no de unién de
toxina de difteria, cadena de exotoxina A, cadena de ricina A, cadena de abrina A, cadena de modecina A, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Pitolaca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor
de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina, y tricotecenos. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente citotoxico es un
radioisotopo para producir radioconjugado o anticuerpo radio conjugado. Varios radionuclidos esta disponible para la
produccion de anticuerpos radioconjugados incluyendo, pero no limitado a, 20, 12|, 131] 123 11|, 131|n, 105RR, 153Sm,
67Cu, 7Ga, '%Ho, '7"Lu, '®Re, '8Re and 2'?Bi. Los conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de moléculas
pequefias, tales como caliqueamicinas, maitansinoides, tricotecenos, y CC1065, y los derivados de estas toxinas que
tienen actividad de toxina, también se pueden usar. Los conjugados de un anticuerpo y agentes citotdxicos se pueden
hacer usando varios agentes de acoplamiento a proteinas bifuncionales, incluyendo, pero no limitado a, propionato de
N-succinimidil-3-(2-piridiiditiol) (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como HCI
adipimidato de dimetilo), esteres activos (tal como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tal como glutareldehido),
compuestos bis-azido (tal como hexanodiamina de bis(p-azidobenzoilo), derivados de bis-diazonio (tal como bis-(p-
diazoniumbenzoil)- etilendiamina), diisocianatos (tal como tolueno 2,6- diisocianato), compuestos de fluor bis-activos
(tal como 1,5- difluoro-2,4-dinitrobenzeno).

I1l. Polinucledtidos

La divulgacién abarca polinucleétidos que comprenden polinucleétidos que codifican un polipéptido (o un fragmento
de un polipéptido) que une especificamente a VEGF, DLL4, tanto VEGF como DLL4. El término "polinucleétidos que
codifican un polipéptido" abarca un polinucleétido que incluye solamente secuencia de codificacion para el polipéptido,
asi como un polinucleétido que incluye secuencias de codificacion y/o no de codificacion adicionales. Por ejemplo, en
algunas divulgaciones del presente documento, la invencidon proporciona un polinucleétido que comprende una
secuencia de polinucledtidos que codifica un anticuerpo al VEGF humano codifica un fragmento de tal anticuerpo (por
ejemplo, un fragmento que comprende el sitio de unién a antigeno).

La divulgacidon proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica un
anticuerpo DLL4 humano o codifica un fragmento de tal anticuerpo (por ejemplo, un fragmento que comprende el sitio
de unién a antigeno. Los polinucleotidos de la invencion pueden estar en la forma de ARN o en la forma de ADN. El
ADN incluye ADNc, ADN gendmico, y ADN sintético; y puede ser de doble hebra o hebra individual, y si es de hebra

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2938628 T3

individual puede ser la hebra de codificacién o hebra no de codificacién (anti-sentido)

En ciertas divulgaciones del presente documento, el polinucleétido comprende un polinucleétido que codifica un
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO: 4 8, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:56, SEQ
ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, y SEQ ID NO:64. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el polinucleétido comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO:58, SEQ
ID NO:62, y SEQ ID NO: 64. En algunas divulgaciones del presente documento, el polinucleétido comprende una
secuencia de polinucledtidos seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ
ID NO:39, SEQ ID NO: 4 0, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO:54, SEQ ID
NO:55, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID
NO:77,y SEQ ID NO:78.

En ciertas divulgaciones del presente documento, del polinucledtido comprende un polinucleétido que tiene una
secuencia de nucledtidos por lo menos aproximadamente 80 % idéntica, por lo menos aproximadamente 85 % idéntica,
por lo menos aproximadamente 90 % idéntica, por lo menos aproximadamente 95 % idéntica, y en algunas
divulgaciones del presente documento, por lo menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas a un
polinucleétido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:30,
SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO: 55, SEQ
ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO:70, SEQ
ID NO: 71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77,y SEQ ID
NO:78. En ciertas divulgaciones del presente documento, el polinucleétido comprende un polinucleétido que tiene una
secuencia de nucledtidos por lo menos aproximadamente 80 % idéntica, por lo menos aproximadamente 85 % idéntica,
por lo menos aproximadamente 90 % idéntica, por lo menos aproximadamente 95 % idéntica, y en algunas
divulgaciones del presente documento, por lo menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a un
polinucleétido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO:35, SEQ ID NO: 36,
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO: 4 0, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:54, SEQ
ID NO: 68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID
NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, y SEQ ID NO:78. También se proporciona un polinucleétido que comprende
un polinucledtido que se hibrida a SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:33,
SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO: 4 0, SEQ
ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:60, SEQ ID
NO: 61, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID
NO:72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, y SEQ ID NO:78. En ciertas
divulgaciones del presente documento, la hibridacion esta bajo condiciones de alta severidad.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los polinucleétidos comprenden la secuencia de codificacion para
el polipéptido maduro fusionado en el mismo marco de lectura a un polinucleédtido que ayuda, por ejemplo, en la
expresion y secrecion de un polipéptido de una célula hospedera (por ejemplo, una secuencia lider que funciona como
una secuencia secretora para controlar el transporte de un polipéptido de la células). El polipéptido que tiene una
secuencia lider es una proteina y puede tener la secuencia lider escindida por la célula hospedera para formar la forma
madura del polipéptido. Los polinucleétidos también pueden codificar una proteina que es la proteina madura mas los
residuos de aminoacidos 5’ adicionales. Una proteina madura que tiene una prosecuencia es una proteina y es una
forma inactiva de la proteina. Una vez que la prosecuencia se escinde permanece una proteina activa madura.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los polinucleétidos comprenden la secuencia de codificacion para
el polipéptido maduro fusionado en el mismo marco de lectura a una secuencia marcadora que permite, por ejemplo,
la purificacion del polipéptido codificado. Por ejemplo, la secuencia marcadora puede ser una etiqueta de hexa-
histidina suministrad por un vector pQE-9 para proporcionar la purificacién del polipéptido maduro fusionado al
marcador en el caso de un hospedero bacteriano, o la secuencia marcadora puede ser una etiqueta de hemaglutinina
(HA) derivada de la proteina de hemaglutinina de influenza cuando un hospedero mamifero (por ejemplo, células COS-
7) se usa. En algunas divulgaciones del presente documento, la secuencia marcadora es una etiqueta FLAG, un
péptido de la secuencia DYKDDDDK (SEQ ID NO:45) que se puede usar en conjuncion con otras etiquetas de afinidad.

La presente divulgacion se refiere adicionalmente a variantes de los polinucleétidos descritos anteriormente en la
presente que codifican, por ejemplo, fragmentos, analogos, y/o derivados.

En ciertas divulgaciones del presente documento, la presente invencién proporciona polinucleétidos que comprende
polinucleétidos que tienen una secuencia de nucleétidos por lo menos aproximadamente 80 % idéntica, por lo menos
aproximadamente 85 % idéntica, por lo menos aproximadamente 90 % idéntica, por lo menos aproximadamente 95 %
idéntica, y en algunas divulgaciones del presente documento, por lo menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 % o 99
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% idénticas a un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende un agente de unién a VEGF/DLL4 (por
ejemplo, un anticuerpo), o fragmento del mismo, descrito en la presente.

Como se usa en la presente, la frase un polinucledtido que tiene una secuencia de nucleétidos por lo menos, por
ejemplo, 95 % "idéntica" a una secuencia de nucledtidos de referencia se propone para referirse a esa secuencia de
nucleotidos de polinucledtidos que es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de polinucledtidos
puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de referencia.
En otras palabras, para obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de nucledtidos de por lo menos 95 %
idéntica a una secuencia de nucleotidos de referencia, hasta 5 % de los nucleétidos en la secuencia de referencia se
pueden suprimir o sustituir con otro nucleétido, o varios nucledtidos hasta 5 % de los nucledtidos totales y en la
secuencia de referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de
referencia pueden presentarse en las posiciones 5 o 3’ terminal de la secuencia de nucledtidos de referencia o en
cualquier lugar entre esas posiciones terminales, intercaladas ya sea individualmente entre los nucleétidos en la
secuencia de referencia 0 en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

Las variantes de polinucledtidos pueden contener alteraciones en las regiones de codificacién, regiones no de
codificacién, o ambas. En algunas divulgaciones del presente documento, una variante de polinucleétido contiene
alteraciones que producen sustituciones silenciosas, adiciones, o supresiones, pero no altera las propiedades o
actividades del polipéptido codificado. En algunas divulgaciones del presente documento, una variante de
polinucleétido comprende sustituciones silenciosas que da por resultado ninglin cambio a la secuencia de aminoacidos
del polipéptido (debido a la degeneracién del cddigo genético). Las variantes de polinucleétido se pueden producir por
varias razones, por ejemplo, para optimizar la expresién del codén para un hospedero particular (es decir, cambiar los
codones en el ARNm humano a aquellos preferidos por un hospedero bacteriano tal como E. coli). En algunas
divulgaciones del presente documento, una variante de polinucleétido comprende por lo menos una mutacion
silenciosa en una regién no de codificacion o de codificacion de la secuencia.

En algunas divulgaciones del presente documento, una variante de polinucleétido se produce para modular o alterar
la expresién (o niveles de expresion) del polipéptido codificado. En algunas divulgaciones del presente documento,
una variante de polinucledtido se produce para incrementar la expresion del polipéptido codificado. En algunas
divulgaciones del presente documento, una variante de polinucleétido se produce para disminuir la expresion de
polipéptido codificado. En algunas divulgaciones del presente documento, una variante de polinucledtido tiene
expresion incrementada del polipéptido codificado como es comparado con una secuencia de polinucleétido
parenteral. En algunas divulgaciones del presente documento, una variante de polinucleétido tiene expresion
disminuida del polipéptido codificado como es comparado con una secuencia de polinucleétido parenteral.

En algunas divulgaciones del presente documento, por lo menos una variante de polinucleétido se produce (sin
cambiar la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado) para incrementar la producciéon de una molécula
heteromultimérica. En algunas divulgaciones del presente documento, por lo menos una variante de polinucleétido se
produce (sin cambiar la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado) para incrementar la produccién de un
anticuerpo biespecifico.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los polinucleétidos se aislan. En ciertas divulgaciones del presente
documento, los polinucledtidos son sustancialmente puros.

Los vectores y células que comprenden los polinucledtidos descritos en la presente también se proporcionan. En
algunas divulgaciones del presente documento, un vector de expresion comprende una molécula de polinucleétidos.
En algunas divulgaciones del presente documento, una célula hospedera comprende un vector de expresion que
comprende la molécula de polinucledtido. En algunas divulgaciones del presente documento, una célula hospedera
comprende una molécula de polinucleétido.

IV. Métodos de uso y composiciones farmacéuticas

Los agentes de union (incluyendo polipéptidos y anticuerpos) de la divulgacién que se unen (por ejemplo, se unen
especificamente) a VEGF y/o DLL4 son utiles en varias aplicaciones incluyendo, pero no limitado a, métodos de
tratamiento terapéuticos, tales como el tratamiento de cancer. En ciertas divulgaciones del presente documento, los
agentes son utiles para inhibir la actividad de VEGF, inhibir la sefializaciéon Notch inducida por DLL4, inhibir el
crecimiento tumoral, reducir el volumen de tumor, reducir la frecuencia de células madre cancerosas en un tumor,
reducir la tumorigenicidad de un tumor, modular la angiogénesis, y/o inhibir la angiogénesis. Los métodos de uso
pueden ser in vitro, ex vivo, o in vivo. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a
VEGF/DLL4 es un antagonista de VEGF humano. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de
unioén a VEGF/DLL4 es un antagonista de DLL4 humano. En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente
de unién a VEGF/DLL4 es un antagonista de tanto VEGF como DLL4.

En ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién a VEGF/DLL4 se usan en el tratamiento de

una enfermedad asociada con la angiogénesis, es decir angiogénesis incrementada y/o angiogénesis aberrante. En
ciertas divulgaciones del presente documento, la enfermedad es una enfermedad dependiente de la angiogénesis. En
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ciertas divulgaciones del presente documento, los agentes de unién a VEGF/DLL4 se usan en el tratamiento de
trastornos caracterizados por niveles incrementados de células madre y/o células progenitoras.

La presente divulgacion proporciona métodos para inhibir el crecimiento de un tumor usando los agentes de unién a
VEGF/DLL4 o anticuerpos descritos en la presente. En ciertas divulgaciones del presente documento, el método para
inhibir el crecimiento de un tumor comprende poner en contacto una célula tumoral con un agente de unién a
VEGF/DLL4 (por ejemplo, anticuerpo) in vitro. Por ejemplo, una linea de células inmortalizadas o una linea de células
cancerosas se cultivan en el medio al cual se agrega un anticuerpo anti-VEGF, un anticuerpo anti-DLL4, o un
anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 para inhibir el crecimiento de células tumorales. En algunas
divulgaciones del presente documento, las células tumorales se aislan de una muestra de paciente tal como, por
ejemplo, una biopsia de tejido, efusion plural, o muestra de sangre y se cultiva en el medio al cual se agrega un agente
de union a VEGF/DLL4 par a inhibir el crecimiento de células tumorales.

En algunas divulgaciones del presente documento, el método para inhibir el crecimiento de un tumor comprende poner
en contacto un tumor o células tumorales con un agente de union a VEGF/DLL4 (por ejemplo, anticuerpo) in vivo. En
ciertas divulgaciones del presente documento, poner en contacto un tumor o célula tumoral con un agente de unioén a
VEGF/DLL4 se lleva a cabo en un modelo animal. Por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF, un anticuerpo anti-DLL4, o
un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 se puede administrar a un animal hospedero inmunocomprometido
(por ejemplo, ratones NOD/SCID) que tienen un xenoinjerto de tumor. En algunas divulgaciones del presente
documento, las células tumorales y/o células madre cancerosas se aislan de una muestra de paciente tal como, por
ejemplo, una biopsia de tejido, efusiéon pleural, o muestra de sangre y se inyecta en un animal hospedero
inmunocomprometido (por ejemplo, ratones NOD/SCID) que luego se les administra un agente de unién a VEGF/DLL4
para inhibir el crecimiento de células tumorales. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién
a VEGF/DLL4 se administra al mismo tiempo o poco después de la introduccion de las células tumorigénicas en el
animal para prevenir el crecimiento tumoral ("modelo preventivo"). En algunas divulgaciones del presente documento,
el agente de union a VEGF/DLL4 se administra como un producto terapéutico después de que el tumor se ha
desarrollado a un tamafo especificado ("modelo terapéutico"). En ciertas divulgaciones del presente documento, el
agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que se une especificamente al VEGF humano y DLL4
humano.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el método para inhibir el crecimiento de un tumor comprende
administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente de union a VEGF/DLL4. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el sujeto es un humano. En ciertas divulgaciones del presente documento, el
sujeto tiene un tumor o ha tenido un tumor que se removié. En ciertas divulgaciones del presente documento, el tumor
comprende células madre cancerosas. En ciertas divulgaciones del presente documento, la frecuencia de células
madre cancerosas en el tumor se reduce por la administracion del agente de unién a VEGF/DLL4. La invencion
también proporciona un método para reducir la frecuencia de células madre cancerosas en un tumor, que comprende
poner en contacto el tumo con una cantidad efectiva de un agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4). En algunas divulgaciones del presente documento, un método para reducir la
frecuencia de células madre cancerosas en un tumor en un sujeto, comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente de unién a VEGF/DLL4.

En algunas divulgaciones del presente documento, el tumor es un tumor soélido. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el tumor es un tumor seleccionado del grupo que consiste de tumor colorectal, tumor de colon, tumor
pancreatico, tumor de pulmén, tumor de ovario, tumor de higado, tumor de mama, tumor de rifién, tumor de préstata,
tumor gastrointestinal, melanoma, tumor cervical, tumor de la vejiga, glioblastoma, y tumor de cabeza y cuello. En
ciertas divulgaciones del presente documento, el tumor es un tumor colorectal o un tumor de colon. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el tumor es un tumor de ovario. En algunas divulgaciones del presente
documento, el tumor es un tumor de pulmén. En ciertas divulgaciones del presente documento, el tumor es un tumor
pancreatico. En ciertas divulgaciones del presente documento, el tumor es un tumor de mama.

La presente divulgacion proporciona ademas métodos para tratar cancer que comprenden administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente de unién a VEGF/DLL4 a un sujeto. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 se une a VEGF, e inhibe o reduce el crecimiento del cancer. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 se une a DLL4, e inhibe o reduce el
crecimiento del cancer. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un
anticuerpo biespecifico que se une a VEGF y DLL4, e inhibe o reduce el crecimiento del cancer. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 se une a VEGF, interfiere con las
interacciones del receptor VEGF/VEGEF, e inhibe o reduce el crecimiento del cancer. En algunas divulgaciones del
presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 se une a DLL4, interfiere con las interacciones DLL4/Notch, e
inhibe o reduce el crecimiento del cancer. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a
VEGF/DLL4 se une a tanto VEGF como DLL4, interfiere con las interacciones del receptor VEGF/VEGF y con las
interacciones DLL4/Notch, e inhibe o reduce el crecimiento del cancer. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de unidon a VEGF/DLL4 se une a DLL4, y reduce la frecuencia de células madre cancerosas en
el cancer.
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La presente divulgacion proporciona métodos para tratar cancer que comprenden administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente de unién a agente de union a VEGF/DLL4 a un sujeto (por ejemplo, un sujeto
en necesidad de tratamiento). En ciertas divulgaciones del presente documento, el sujeto es un humano. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el sujeto tiene un tumor canceroso. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el sujeto ha tenido un tumor removido.

El cancer/tumor del sujeto, puede, en algunas divulgaciones del presente documento, ser refractario a ciertos
tratamiento(s). Como un ejemplo no limitante, el cancer del sujeto (o tumor) puede ser quimiorefractario. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el cancer del sujeto puede ser resistente a la terapia anti-VEGF o terapia anti-
DLL4, o ambas.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el cancer es un cancer seleccionado del grupo que consiste de
cancer colorectal, cancer pancreatico, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de mama, cancer
de rifidn, cancer de prostata, cancer gastrointestinal, melanoma, cancer cervical, cancer de la vejiga, glioblastoma, y
cancer de cabeza y cuello. En ciertas divulgaciones del presente documento, el cancer es cancer de ovario. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el cancer es cancer colorectal o cancer de colon. En ciertas divulgaciones del
presente documento, el cancer es cancer pancreatico. En ciertas divulgaciones del presente documento, el cancer es
cancer de mama. En ciertas divulgaciones del presente documento, el cancer es cancer de prostata. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el cancer es cancer de pulmoén. En algunas divulgaciones del presente
documento, el cancer es un cancer hematolégico tal como leucemia o linfoma. En algunas divulgaciones del presente
documento, la leucemia o linfoma es una leucemia de células B o linfoma. En algunas divulgaciones del presente
documento, la leucemia o linfoma es una leucemia o linfoma de células T. En algunas divulgaciones del presente
documento, el cancer hematoldgico es leucemia mielogenosa aguda, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin,
leucemia linfocitica aguda, leucemia de células capilares, leucemia linfocitica crénica, mieloma muiltiple, linfoma de
células T cuténeo, o leucemia linfoblastica aguda de células T.

La divulgacion también proporciona métodos para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto, en donde la
enfermedad o trastorno se asocia con la angiogénesis. En algunas divulgaciones del presente documento, la
enfermedad o trastorno se asocia con angiogénesis aberrante. En algunas divulgaciones del presente documento, la
enfermedad o trastorno se asocia con angiogénesis incrementada. De esta manera, la presente invencién proporciona
métodos para modular la angiogénesis en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de cualquiera de los agentes de unién a VEGF/DLL4 descrito en la presente. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo que se une al VEGF
humano. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unidon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo que
se une a DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un
anticuerpo biespecifico que se une al VEGF humano. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de
union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que se une al DLL4 humano. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que se une al VEGF humano y DLL4
humano.

Se proporcionan adicionalmente métodos para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto, en donde la
enfermedad o trastorno se caracteriza por un nivel incrementado de células madre y/o células progenitoras. En algunas
divulgaciones del presente documento, os métodos de tratamiento comprenden administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente de unién a VEGF/DLL4, polipéptido, o anticuerpo al sujeto.

En ciertas divulgaciones del presente documento de cualquiera de los métodos descritos en la presente, el agente de
unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que se une especificamente al VEGF humano y DLL4 humano. En
algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de uniéon a
antigeno que se une especificamente a VEGF humano y un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente al DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19), y el segundo sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH
(SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14),
YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15), YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO: 59), o YISNYNRATNYNQKFKG
(SEQ ID NO: 65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde
tanto el primero como el segundo sitios de unién a antigeno comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende
RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y
una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a VEGF humano y un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a DLL4 humano,
en donde el primer sitio de union a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ
ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de
cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19), y el segundo sitio de unién a antigeno comprende
una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende
YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ
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ID NO:16); y en donde tanto el primero como el segundo sitios de unién a antigeno comprenden una CDR1 de cadena
ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS
(SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de unién a antigeno que
se une especificamente a VEGF humano y un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a DLL4
humano, en donde el primer sitio de uniéon a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende
NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18),
y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19), y el segundo sitio de unién a
antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena
pesada que comprende YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como el segundo sitios de unién a antigeno
comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de
cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena ligera que comprende
QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico
comprende un primer sitio de unidén a antigeno que se une especificamente a VEGF humano y un segundo sitio de
unién a antigeno que se une especificamente a DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién a antigeno comprende
una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena pesada que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende HYDDKYYPLMDY (SEQ
ID NO:19), y un segundo sitio de union a antigeno que comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende
TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO:59),
y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto el primero como
el segundo sitios de unién a antigeno comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende RASESVDNYGISFMK
(SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y una CDR3 de cadena
ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22). En algunas divulgaciones del presente documento, el
anticuerpo biespecifico comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF humano
y un segundo sitio de union a antigeno que se une especificamente a DLL4 humano, en donde el primer sitio de unién
a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende NYWMH (SEQ ID NO:17), una CDR2 de cadena
pesada que comprende DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO:18), y una CDR3 de cadena pesada que comprende
HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO:19), y el segundo sitio de union a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende TAYYIH (SEQ ID NO:13), una CDR2 de cadena pesada que comprende YISNYNRATNYNQKFKG
(SEQ ID NO:65), y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO:16); y en donde tanto
el primero como el segundo sitios de unién a antigeno comprenden una CDR1 de cadena ligera que comprende
RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO:20), una CDR2 de cadena ligera que comprende AASNQGS (SEQ ID NO:21), y
una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO:22).

En ciertas divulgaciones del presente documento de cualquiera de los métodos descritos en la presente, el anticuerpo
biespecifico VEGF/DLL4 comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda regién variable de cadena pesada
que tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 58, o SEQ ID NO: 64, y una primera region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico
VEGF/DLL4 comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 80
% de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda regioén variable de cadena pesada que tiene por lo menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:9, y una primera y una segunda region variable de
cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo biespecifico VEGF/DLL4 comprende una primera region variable de cadena pesada
que tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda region
variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:10,
y una primera y una segunda region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia
a SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo biespecifico VEGF/DLL4
comprende una primera region variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda region variable de cadena pesada que tiene por lo menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:58, y una primera y una segunda regién variable de
cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:12. En algunas divulgaciones del
presente documento, el anticuerpo biespecifico VEGF/DLL4 comprende una primera region variable de cadena pesada
que tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:11, una segunda region
variable de cadena pesada que tiene por lo menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO:64,
y una primera y una segunda region variable de cadena ligera que tiene por lo menos 80 % de identidad de secuencia
a SEQ ID NO:12.

En algunas divulgaciones de cualquiera de los métodos descritos en la presente, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es
un anticuerpo. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo
anti-VEGF. En algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo anti-VEGF es un anticuerpo 219R45. En
algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo anti-DLL4. En
algunas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo anti-DLL4 es un anticuerpo 21R79. En algunas
divulgaciones del presente documento, el anticuerpo anti-DLL4 es un anticuerpo 21R75. En algunas divulgaciones del
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presente documento, el anticuerpo anti-DLL4 es un anticuerpo 21R83. En algunas divulgaciones del presente
documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende un sitio de unién a
antigeno del anticuerpo 219R45. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4
es un anticuerpo biespecifico que comprende un sitio de uniéon a antigeno del anticuerpo 21R79. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende
un sitio de unién a antigeno del anticuerpo 21R75. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de
union a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende un sitio de unién a antigeno del anticuerpo 21R83.
En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico
que comprende un primer sitio de union a antigeno del anticuerpo 219R45 y un segundo sitio de unién a antigeno del
anticuerpo 21R79. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es un
anticuerpo biespecifico que comprende un primer sitio de unién a antigeno del anticuerpo 219R45 y un segundo sitio
de litacion a antigeno del anticuerpo 21M18. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union a
VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende un primer sitio de unién a antigeno del anticuerpo 219R45
y un segundo sitio de unién a antigeno del anticuerpo 21R75. En algunas divulgaciones del presente documento, el
agente de unién a VEGF/DLL4 es un anticuerpo biespecifico que comprende un primer sitio de unién a antigeno del
anticuerpo 219R45 y un segundo sitio de unidon a antigeno del anticuerpo 21R83. En algunas divulgaciones del
presente documento, el agente de unidon a VEGF/DLL4 es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-
21R79. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de union a VEGF/DLL4 es el anticuerpo
biespecifico 219R45-MB-21R75. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de uniéon a VEGF/DLL4
es el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R83.

La presente divulgacién proporciona ademas las composiciones farmacéuticas que comprende los agentes de unién
descrito en la presente. En ciertas divulgaciones del presente documento, las composiciones farmacéuticas
comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones farmacéuticas encuentran uso
en la inhibicion del crecimiento tumoral y/o para tratar el cancer en un sujeto (por ejemplo, un paciente humano).

En ciertas divulgaciones del presente documento, la divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que
comprende anticuerpos biespecificos, en donde por lo menos aproximadamente 90 %, por lo menos aproximadamente
95 %, por lo menos aproximadamente 98 %, por lo menos aproximadamente 99 % de los anticuerpos en la
composicion son anticuerpos biespecificos o anticuerpos heterodiméricos. En ciertas divulgaciones del presente
documento, los anticuerpos biespecificos son anticuerpos IgG (por ejemplo, IgG2 o IgG1). En ciertas divulgaciones
del presente documento, menor que aproximadamente 10 %, menor que aproximadamente 5 %, menor que
aproximadamente 2 % o menor que aproximadamente 1 % de los anticuerpos totales en las composiciones son
anticuerpos monoespecificos o anticuerpos homodiméricos. En ciertas divulgaciones del presente documento, los
anticuerpos en la composicién por lo menos aproximadamente 98 % heterodiméricos.

En ciertas divulgaciones del presente documento, las formulaciones se preparan para almacenamiento y uso al
combinar un anticuerpo o agente purificado de la presente divulgacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable
(por ejemplo, un portador o excipiente). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se
limitan a, soluciones amortiguadoras no toxicas tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; sales como cloruro
de sodio; antioxidantes incluyendo acido ascorbico y metionina; conservadores tales como cloruro de amono de
octadecildimetilbencilo, cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio, fenol, butilo o alcohol
bencilico, alquil-parabenos, tales como metil o propil- parabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol, y m-
cresol; polipéptidos de peso molecular bajo (por ejemplo, menor que aproximadamente 10 residuos de aminoacido);
proteinas tales como albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tal como
polivinilpirrolidona; los aminoacidos tal como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina; carbohidratos
tales como monosacaridos, disacaridos, glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tal como EDTA; azucares
tales como, sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal tal como sodio; complejos de metal
tal como complejos de proteina Zn; y surfactantes no ionicos tal como TWEEN o polietilenglicol (PEG). (Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 212 Edicion, 2005, University of the Sciences, Filadelfia, PA).

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden administrar en cualquier variedad de formas
para cualquier tratamiento local sistémico. La administracion puede ser tépica por parches epidérmicos o
transdérmicos, unguientos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, rocios, liquidos, y polvos; pulmonar por
inhalacion o insuflacién de polvos o aerosoles, incluyendo por nebulizador, intratraqueal, e intranasal; oral; o parenteral
incluyendo intravenosa, intraarterial, intratumoral, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular (por ejemplo, inyeccién o
infusion), o intracraneal (por ejemplo, intratecal o intraventricular).

La formulacion terapéutica puede estar en una forma de dosificacion unitaria. Tales formulaciones incluyen tabletas,
pildoras, capsulas, polvos, granulos, soluciones o suspensiones en agua o medios no acuosos, o supositorios. En las
composiciones sélidas tales como tabletas el ingrediente activo principal se mezcla con un portador farmacéutico. Los
ingredientes para la formacion de tabletas convencionales incluyen almidén de maiz, lactosa, sacarosa, sorbitol, talco,
acido estearico, estearato de magnesio, fosfato de dicalcio o gomas, y diluyentes (por ejemplo, agua). Estos se pueden
usar para formar una composicion de pre- sélida que contiene una mezcla homogénea de un compuesto de la presente
divulgacion, o una sal farmacéuticamente aceptable no téxica de la misma. La composicion de preformulacion sélida
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luego se subdivide en formas de dosificacion unitarias de un tipo descrito en lo anterior. Las tabletas, pildoras, etc., de
la formulacién o composicién se pueden recubrir o de otra manera componer para proporcionar una forma de
dosificaciéon que permite la ventaja de la accién prolongada. Por ejemplo, la tableta o pildora puede comprender una
composicion interna cubierta por un componente exterior. Adicionalmente, los dos componentes se pueden separar
por una capa entérica que sirve para resistir la desintegracion y permite que el componente interior pase intacto a
través del estbmago o que se retarde en la liberacion. Varios materiales se puede usar para tales capas o
recubrimientos entéricos, tales materiales incluyen varios acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con tales
materiales como goma laca, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Los agentes o anticuerpos de unién a VEGF/DLL4 o descritos en la presente también se pueden atrapar en
microcapsulas. Tales microcapsulas se preparan, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por polimerizacion
interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli- (metilmetacilato),
respectivamente, en sistemas de administracion de farmaco coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones como se describe en Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 212 Edicién, 2005, University of the Sciences en Filadelfia, PA.

En ciertas divulgaciones del presente documento, las formulaciones farmacéuticas incluyen un agente de unioén a
VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) de la presente divulgacion formado en complejo con liposomas. Los métodos
para producir liposomas son bien conocidos por aquellas personas expertas en el campo. Por ejemplo, algunos
liposomas se pueden generar por evaporacion de fase inversa con una composicién de lipidos que comprende
fosfatidilcolina, colesterol, y fosfatidiletanolamina derivada con PEG (PEG-PE). Los liposomas se pueden extrudir a
través de filtros de tamafio de poro definidos para producir liposomas con el diametro deseado.

En ciertas divulgaciones del presente documento, las preparaciones de liberacién sostenidas se pueden producir.
Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros
hidrofébicos sdlidos que contienen un agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo), donde las matrices
estan en la forma de articulos formados (por ejemplo, peliculas o microcapsulas). Ejemplos adicionales de matrices
de liberaciéon sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles, tales como poli (2- hidroxietil-metacrilato) o poli(alcohol
vinilico), polilacturos, copolimeros de acido L-glutamico y 7-etil-L- glutamato, acetato de etileno-vinilo no degradable,
copolimeros de acido lactico-acido glicolico degradables tal como LUPRON DEPOTMR (microesferas inyectables
compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolido), isobutirato de acetato de sacarosa,
y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

En ciertas divulgaciones del presente documento, ademas de administrar un agente de unién a VEGF/DLL4 (por
ejemplo, un anticuerpo), el método o tratamiento comprende ademas administrar por lo menos un agente terapéutico
adicional. Un agente terapéutico adicional se puede administrar antes de, concurrentemente con, y/o
subsecuentemente a, la administracion del agente de union a VEGF/DLL4. Las composiciones farmacéuticas que
comprende un agente de union a VEGF/DLL4 y el agente(s) terapéutico adicional también se pueden proporcionar.
En algunas divulgaciones del presente documento, el por lo menos un agente terapéutico adicional comprende 1, 2,
3, o mas agentes terapéuticos adicionales.

La terapia de combinacion con por lo menos dos agentes terapéuticos usa frecuentemente agentes que trabajan por
mecanismos de accion diferentes, aunque no se requiere. La terapia de combinacion que usa agentes con diferentes
mecanismos de accion puede dar por resultado efectos de aditivo o sinérgicos. La terapia de combinacién puede
permitir una dosis mas baja de cada agente que se use en la monoterapia, reduciendo de esta manera los efectos
secundarios toxicos y/o incrementando el indice terapéutico de por lo menos uno de los agentes. La terapia de
combinacién puede disminuir la probabilidad de que las células cancerosas resistentes se desarrollen. En algunas
divulgaciones del presente documento, la terapia de combinacion comprende un agente terapéutico que afecta
principalmente (por ejemplo, inhibe o extermina) células no tumorigénicas y un agente terapéutico que afecta
principalmente (por ejemplo, inhibe o extermina) CSCs tumorigénicos.

Las clases utiles de agentes terapéuticos incluyen, por ejemplo, agentes anti-tubulina, auristatinas, aglutinantes de la
hendidura menor de ADN, inhibidores de replicacién de ADN, agentes de alquilacion (por ejemplo, complejos de platino
tales como cisplatina, mono(platino) , bis(platino) complejos de platina trinucleares y carboplatina), antraciclinas,
antibidticos, antifolatos, antimetabolitos, sintetizadores de quimioterapia, duocarmicinas, etoposidos, pirimidinas
fluoradas, ionoforos, lexitropsinas, nitrosoureas, platinoles, antimetabolitos de purina, puromicinas, sintetizadores de
radiacion, esteroides, taxanos, inhibidores de topoisomerasa, alcaloides de la vinca, o similares. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es un agente de alquilacion, un antimetabolito,
un antimitético, un inhibidor de topoisomerasa o un inhibidor de angiogénesis. En algunas divulgaciones del presente
documento, el segundo agente terapéutico es un complejo de platino tal como carboplatina o cisplatina. En algunas
divulgaciones del presente documento, el agente terapéutico adicional es un complejo de platino en combinacién con
un taxano.

Los agentes terapéuticos que se pueden administrar en combinacién con los agentes de unién a VEGF/DLL4 incluyen

agentes quimioterapéuticos. De esta manera, en algunas divulgaciones del presente documento, el método o
tratamiento implica la administracién de un agente o anticuerpo de unién a anti-VEGF de la presente divulgacion en
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combinacién con un agente quimioterapéutico o coctel de multiples agentes quimioterapéuticos diferentes. En algunas
divulgaciones del presente documento, el método o tratamiento implica la administracion de un agente o anticuerpo
de union a anti-DLL4 de la presente invencion en combinacion con un agente quimioterapéutico o céctel de multiples
agentes quimioterapéuticos diferentes. En algunas divulgaciones del presente documento, el método o tratamiento
implica la administracion de un anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion que se une a VEGF y DLL4, en
combinacién con un agente quimioterapéutico o coctel de multiples agente quimioterapéuticos diferentes.

Los agentes quimioterapéuticos utiles en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, agentes de alquilacion
tal como tiotepa y ciclofosfamida (CYTOXAN); sulfonatos de alquilo tal como busulfan, improsulfan y piposulfan;
aziridinas tal como benzodopa, carboquona, meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen
altretamina, trietilenemelamina, trietilenfosforamida, trietilenetiofosfaoramida y trimetilolomelamima; mostazas de
nitrégeno tales como clorambucilo, clorarfazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato
de 6xido de mecloretamina, melfalano, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo;
nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina nimustina, ranimustina; antibiéticos tales
como aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicin, caliqueamicina, carabicina,
caminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorubicina, epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas, &cido micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU);
analogos de acido félico tal como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tal como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tal como ancitabina, azacitidina, 6-
azauridina, carmofor, arabinosida de citosina, dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5- FU; andrégenos
tales como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostana, testolactona; anti-adrenales tales
como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecedores de acido fdlico tal como &cido folinico; aceglatona;
glicésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elformitina; acetato de eliptinio; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidamina;
mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; acido podofilinico; 2-
etilhidrazida; procarbazina; PSK; razoxana; sizofuran; espirogermanio; acido tenuazoénico; triaziquona; 2,2 ° 2" '-
triclorotrietilamina; uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina;
arabinosido (Ara-C); taxoides, por ejemplo paclitaxel (TAXOL) y docetaxel (TAXOTERE); clorambucilo; gemcitabina;
6-tioguanina; mercaptopurina; analogos de platino tales como cisplatina y carboplatina; vinblastina; platino; etopdsido
(VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipdsido;
daunomicina; aminopterina; ibandronato; CPT11; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO);
acido retinoico; esperamicinas; capecitabina (XELODA); y sales farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados
de cualquiera de los anteriores. Los agentes quimioterapéuticos también incluyen agentes anti-hormonales que actian
para regular o inhibir la accion hormonal en los tumores tales como anti-estrégenos que incluyen, por ejemplo,
tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazolos inhibidores de aromatasa, 4- hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno,
LY117018, onapristona, y toremifeno (FARESTON); y anti-andrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida,
leuprolido, y goserelina; y sales farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados de cualquiera de los anteriores. En
ciertas divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es cisplatina. En ciertas divulgaciones
del presente documento, el segundo agente terapéutico es carboplatina. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el segundo agente terapéutico es paclitaxel.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente quimioterapéutico es un inhibidor de topoisomerasa. Los
inhibidores de topoisomerasa son agentes quimioterapéuticos que interfieren con la accidon de una enzima de
topoisomerasa (por ejemplo, topoisomerasa | o ll). Los inhibidores de topoisomerasa incluyen, pero no se limitan a,
doxorubicina HCI, citrato de daunorubicina, mitoxantrona HCI, actinomicina D, etopésido, topotecano HCI, tenipdsido
(VM-26), e irinotecano, asi como sales farmacéuticamente aceptables, acidos, o derivados de cualquiera de estos. En
ciertas divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es irinotecano.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente quimioterapéutico es un antimetabolito. Un antimetabolito
es un quimico con una estructura que es similar a un metabolito requerido para las reacciones bioquimicas normales,
todavia suficientemente diferente para interferir con una o mas de las funciones normales de las células, tal como la
division celular. Los antimetabolitos incluyen, pero no se limitan a, gemcitabina, fluorouracilo, capecitabina,
metotrexato sédico, ralitrexed, pemetrexed, tegafur, citosina arabinosido, tioguanina, 5- azacitidina, 6-mercaptopurina,
azatioprina, 6-tioguanina, pentostatina, fosfato de fludarabina, y cladribina, asi como sales farmacéuticamente
aceptables, acidos, o derivados de cualquiera de estos. En ciertas divulgaciones del presente documento, el segundo
agente terapéutico es gemcitabina.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente quimioterapéutico es un agente antimitético, incluyendo,
pero no limitado a, agentes que se unen a la tubulina. En algunas divulgaciones del presente documento, el agente es
un taxano. En ciertas divulgaciones del presente documento, el agente es paclitaxel o docetaxel, o una sal
farmacéuticamente aceptable, acido, o derivado de paclitaxel o docetaxel. En ciertas divulgaciones del presente
documento, el agente es paclitaxel (TAXOL), docetaxel (TAXOTERE), paclitaxel unido a albumina (ABRAXANE), DHA-
paclitaxel, o PG-paclitaxel. En ciertas divulgaciones del presente documento alternativas, el agente antimitético
comprende un alcaloide de la vinca, tal como vincristina, vinblastina, vinorelbina, o vindesina, o sales
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farmacéuticamente aceptables, acidos, o derivados de los mismos. En algunas divulgaciones del presente documento,
el agente antimitético es un inhibidor de quinesina Eg5 o un inhibidor de una cinasa mitética tal como Aurora A o Plk1.
En ciertas divulgaciones del presente documento, donde el agente quimioterapéutico administrado en combinacion
con un agente de union a VEGF/DLL4 es un agente antimitético, el cancer o tumor que se trata es cancer de mama o
un tumor de mama.

En algunas divulgaciones del presente documento, un segundo agente terapéutico comprende un agente tal como
una molécula pequefia. Por ejemplo, el tratamiento puede implicar la administracion combinada de un agente de unién
a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) de la presente invenciéon con una molécula pequefia que actia como un
inhibidor contra las proteinas asociadas a tumor adicionales incluyendo, pero no limitado a, EGFR, ErbB2, HER2, y/o
VEGF. En ciertas divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es una molécula pequefia
que inhibe una ruta de células madre cancerosas. En algunas divulgaciones del presente documento, el segundo
agente terapéutico es un inhibidor de molécula pequefia de la trayectoria Notch. En algunas divulgaciones del presente
documento, el segundo agente terapéutico es un inhibidor de la molécula pequeia de la ruta Wnt. En algunas
divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es un inhibidor de molécula pequefia de la ruta
BMP. En algunas divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es una molécula pequena
que inhibe la sefalizacion de 3-catenina.

En algunas divulgaciones del presente documento, un segundo agente terapéutico comprende una molécula bioldgica,
tal como un anticuerpo. Por ejemplo, el tratamiento puede implicar la administracién combinada de n agente de union
a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) de la presente invencién con otros anticuerpos contra proteinas asociadas
a tumor adicionales que incluyen, pero no limitado a, anticuerpos que se unen a EGFR, ErbB2, HERZ2, y/o VEGF. En
ciertas divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es un anticuerpo que es un anticuerpo
marcador de células madre anticancerosas. En algunas divulgaciones del presente documento, el segundo agente
terapéutico es un anticuerpo que se une a un componente de la trayectoria Notch. En algunas divulgaciones del
presente documento, el segundo agente terapéutico es un anticuerpo que se une a un componente de la ruta Wnt. En
ciertas divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es un anticuerpo que inhibe una ruta de
células madre cancerosas. En algunas divulgaciones del presente documento, el segundo agente terapéutico es un
inhibidor de anticuerpo de la trayectoria Notch. En algunas divulgaciones del presente documento, el segundo agente
terapéutico es un inhibidor de anticuerpo de la ruta Wnt. En algunas divulgaciones del presente documento, el segundo
agente terapéutico es un inhibidor de anticuerpo de la ruta BMP. En algunas divulgaciones del presente documento,
el segundo agente terapéutico es un anticuerpo que inhibe la sefializacién de p-catenina. En ciertas divulgaciones del
presente documento, el segundo agente terapéutico es un anticuerpo que es un inhibidor o modulador de angiogénesis
(por ejemplo, un anticuerpo receptor anti-VEGF o VEGF). En ciertas divulgaciones del presente documento, el
segundo agente terapéutico es bevacizumab (AVASTIN), trastuzumab (HERCEPTIN), panitumumab (VECTIBIX), o
cetuximab (ERBITUX). La administracion combinada puede incluir la coadministracion, ya sea en una formulacion
farmacéuticamente individual o usando formulaciones separadas, o a la administracién consecutiva en cualquier orden
pero generalmente dentro de un periodo de tiempo tal que todos los agentes activos puedan ejercer sus actividades
biolégicas simultaneamente.

Adicionalmente, el tratamiento con un agente de unién a VEGF/DLL4 descrito en la presente puede incluir tratamiento
de combinacién con otras moléculas biolégicas, tal como una o mas citocinas (por ejemplo, linfocinas, interleucinas,
factores de necrosis tumoral, y/o factores de crecimiento) o se pueden acompafar por la remocion quirdrgica de
tumores, células cancerosas, o cualquier otra terapia evaluada necesaria por un médico tratante.

En ciertas divulgaciones del presente documento, el tratamiento implica la administracion de un agente de unién a
VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) de la presente invencidon en combinacién con terapia de radiacion. El
tratamiento con un agente de unién a VEGF/DLL4 puede presentarse antes, concurrentemente con, o subsecuente a
la administracion de la terapia de radiacion. Los programas de dosificacion para tal terapia de radiacion se pueden
determinar por el profesional médico experto.

Se apreciara que la combinacion de un agente de union a VEGF/DLL4 y un agente terapéutico adicional se puede
administra en cualquier orden o concurrentemente. El tratamiento con un agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo,
un anticuerpo) se puede presentar antes, concurrentemente con, o subsecuente a la administracion de las
quimioterapias. La administracién combinada puede incluir coadministracion, ya sea en una sola formulacién
farmacéutica o usando formulaciones separadas, coadministraciéon consecutiva en cualquier orden pero generalmente
dentro de un periodo de tiempo tal que todos los agentes activos puedan ejercer sus actividades bioldgicas
simultaneamente. Los programas de preparacion y dosificacion para tales agentes quimioterapéuticos se pueden usar
de acuerdo con las instrucciones del fabricante o como se determine empiricamente por el profesional experto. Los
programas de preparacion y dosificacion para tal quimioterapia también se describen en The Chemotherapy Source
Book, 42 Edicién, 2008, M. C. Perry, Editor, Lippincott, Williams & Wilkins, Filadelfia, PA.

En algunas divulgaciones del presente documento, el agente de unién a VEGF/DLL4 se administrara a pacientes que
se han sometido previamente al tratamiento con un segundo agente terapéutico. En ciertas otras divulgaciones del
presente documento, el agente de unidon a VEGF/DLL4 y un segundo agente terapéutico se administraran
sustancialmente de manera simultanea o concurrentemente. Por ejemplo, un sujeto se le puede administrar un agente
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de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) mientras que se somete a un curso de tratamiento con un segundo
agente terapéutico (por ejemplo, quimioterapia). En ciertas divulgaciones del presente documento, un agente de unién
a VEGF/DLL4 se administrara dentro de 1 afio del tratamiento con un segundo agente terapéutico. En ciertas
divulgaciones del presente documento alternativas, un agente de unién a VEGF/DLL4 se administrara dentro de 10,
8, 6, 4, o 2 meses de cualquier tratamiento con un segundo agente terapéutico. En ciertas otras divulgaciones del
presente documento, un agente de union a VEGF/DLL4 se administrara dentro de 4, 3, 2, o 1 semanas de cualquier
tratamiento con un segundo agente terapéutico. En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de
union a VEGF/DLL4 se administrara dentro de 5, 4, 3, 2, o 1 dias de cualquiera tratamiento con un segundo agente
terapéutico. Se apreciara adicionalmente que los dos (o méas) agentes o tratamientos se pueden administrar al sujeto
dentro de una cuestion de horas o minutos (es decir, sustancialmente de manera simultanea).

Para el tratamiento de una enfermedad, la dosificacion apropiada de un agente de union a VEGF/DLL4 (por ejemplo,
un anticuerpo) de la presente divulgacion depende del tipo de enfermedad que se trata, la gravedad y curso de la
enfermedad, la sensibilidad de la enfermedad, si el agente de unién a VEGF/DLL4 o anticuerpo se administra para
propositos terapéuticos o preventivos, terapia previa, el historial clinico del paciente, y asi sucesivamente, todo en la
discrecion del médico que trata. El agente o anticuerpo de uniéon a VEGF/DLL4 se puede administrar una vez o como
una serie de tratamientos separados durante varios dias a varios meses, o hasta que se lleve a cabo una cura o se
logre una disminucién del estado de enfermedad (por ejemplo, reduccién en el tamafio del tumor). Los programas de
dosificacion optimos se pueden calcular de mediciones de acumulacién de farmacos en el cuerpo del paciente y
vararan dependiendo de la potencia relativa de un anticuerpo o agente individual. EI médico que administra puede
determinar las dosificaciones oOptimas, metodologias de dosificacion, y velocidades de repeticion. En ciertas
divulgaciones del presente documento, la dosificacion de un agente o anticuerpo de unién a VEGF/DLL4 es de
aproximadamente 0,01 ug a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 0,1 ug a
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 80 mg/kg de peso corporal de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal, de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 75 mg/kg de peso corporal, o de aproximadamente 10 mg
a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal. En ciertas divulgaciones del presente documento, la dosificacion del
anticuerpo u otro agente de unién a VEGF/DLL4 es de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 20 mg/kg de
peso corporal. En ciertas divulgaciones del presente documento, la dosificacion se puede administrar una vez o mas
diariamente, semanalmente, mensualmente, o al afio. En ciertas divulgaciones del presente documento, el anticuerpo
u otro agente de union a VEGF/DLL4 se administra una vez cada semana, una vez cada dos semanas, una vez cada
tres semanas, o una vez cada mes.

En algunas divulgaciones del presente documento, un agente de unién a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo) se
puede administrar en una dosis de "carga" mas alta inicial, seguido por una o mas dosis mas bajas. En algunas
divulgaciones del presente documento, la frecuencia de administraciéon también puede cambiar. En algunas
divulgaciones del presente documento, un régimen de dosificacion puede comprender administrar una dosis inicial,
seguido por dosis adicionales (o dosis "de mantenimiento") una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez
cada 3 semanas, o una vez cada mes. Por ejemplo, un régimen de dosificacion puede comprender administrar una
dosis de carga inicial, seguido por una dosis de mantenimiento semana de, por ejemplo, la mitad de la dosis inicial. O
un régimen de dosificacion puede comprender administrar una dosis de carga inicial, seguido por dosis de
mantenimiento de, por ejemplo, la mitad de la dosis inicial cada dos semanas. O un régimen de dosificacion puede
comprender administrar tres dosis iniciales durante 3 semanas, seguido por dosis de mantenimiento de, por ejemplo,
la misma cantidad cada dos semanas. O un régimen de dosificacion puede comprender administrar una dosis inicial
seguido por dosis adicionales cada 3 semanas o una vez al mes. El médico que trata puede estimar las velocidades
de repeticion para la dosificacion basado en los tiempos de residencia medidos y las concentraciones del farmaco en
los fluidos o tejidos corporales. El progreso de la terapia se puede supervisar por técnicas y ensayos convencionales.

Como es conocido por aquellas personas de experiencia en el campo, la administraciéon de cualquier agente
terapéutico puede conducir a efectos secundarios y/o toxicidades. En algunos casos, los efectos secundarios y/o
toxicidades son tan graves como para impedir la administracién del agente particular en una dosis terapéuticamente
efectiva. En algunos casos, la terapia de farmacos se debe descontinuar, y se pueden probar otros agentes. Sin
embargo, muchos agentes en la misma clase terapéutica muestran frecuentemente efectos secundarios y/o
toxicidades similares, lo que significa que el paciente tiene que detener ya sea la terapia, o si es posible, sufrir de los
efectos secundarios desagradables asociados con el agente terapéutico.

Los efectos secundarios de los agentes terapéuticos pueden incluir, pero no se limitan a, urticaria, sarpullido, comezon,
nausea, vomito, apetito disminuido, diarrea, escalofrios, fiebre, fatiga, molestias musculares y dolor, dolores de
cabeza, presion arterial baja, presion arterial alta, hipocalemia, recuentos sanguineos bajos, sangrado, y problemas
cardiacos.

De esta manera, un aspecto de la presente divulgacion se dirige a métodos para tratar cancer en un paciente que
comprende administrar un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 usando un régimen de dosificacion
intermitente, que puede reducir los efectos secundarios y/o toxicidad asociadas con la administraciéon del anticuerpo
biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4. Como se usa en la presente, "dosificacion intermitente” se refiere a un régimen de
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dosificacién que usa un intervalo de dosificacion de mas de una vez a la semana, por ejemplo, dosificacion de una vez
cada 2 semanas, una vez cada 3 semanas, una vez cada 4 semanas, etc. En algunas divulgaciones del presente
documento, un método para tratar cancer en un paciente humano comprende administrar al paciente una dosis efectiva
de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de acuerdo con un régimen de dosificacion intermitente. En
algunas divulgaciones del presente documento, un método para tratar cancer en un paciente humano comprende
administrar al paciente una dosis efectiva de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de acuerdo con un
régimen de dosificacion intermitente, e incrementar el indice terapéutico del anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-
DLL4. En algunas divulgaciones del presente documento, el régimen de dosificacion intermitente comprende
administrar una dosis inicial de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 al paciente, y administrar dosis
subsecuentes del anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 a aproximadamente una vez cada 2 semanas. En
algunas divulgaciones del presente documento, el régimen de dosificacion intermitente comprende administrar una
dosis inicial de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 al paciente, y administrar dosis subsecuentes de
anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 a aproximadamente una vez cada 3 semanas. En algunas divulgaciones
del presente documento, el régimen de dosificacion intermitente comprende administrar una dosis inicial de un
anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 al paciente, y administrar dosis subsecuentes del anticuerpo biespecifico
anti-VEGF/anti-DLL4 aproximadamente una vez cada 4 semanas.

En algunas divulgaciones del presente documento, la dosis subsecuente en un régimen de dosificacion intermitente
son aproximadamente la misma cantidad o menor que la dosis inicial. En otras divulgaciones del presente documento,
la dosis subsecuente es una cantidad mayor que la dosis inicial. Como es sabido por aquellas personas de experiencia
en el campo, las dosis usadas variaran dependiendo de los objetivos clinicos que se logren. En algunas divulgaciones
del presente documento, la dosis inicial es de aproximadamente 0,25 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg. En algunas
divulgaciones del presente documento, la dosis inicial es de aproximadamente 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 mg/kg. En ciertas divulgaciones del presente documento, la dosis inicial es de
aproximadamente 0,5 mg/kg. En ciertas divulgaciones del presente documento, la dosis inicial es de aproximadamente
1 mg/kg. En ciertas divulgaciones del presente documento, la dosis inicial es de aproximadamente 2,5 mg/kg. En
ciertas divulgaciones del presente documento, la dosis inicial es de aproximadamente 5 mg/kg. En ciertas
divulgaciones del presente documento, la dosis inicial es de aproximadamente 7,5 mg/kg. En ciertas divulgaciones del
presente documento, la dosis inicial es de aproximadamente 10 mg/kg. En ciertas divulgaciones del presente
documento, la dosis inicial es de aproximadamente 12,5 mg/kg. En ciertas divulgaciones del presente documento, la
dosis inicial es de aproximadamente 15 mg/kg. En ciertas divulgaciones del presente documento, la dosis inicial es de
aproximadamente 20 mg/kg. En algunas divulgaciones del presente documento, las dosis subsecuentes son de
aproximadamente 0,25 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg. En ciertas divulgaciones del presente documento, las
dosis subsecuentes son de aproximadamente 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 mg/kg. En ciertas
divulgaciones del presente documento, las dosis subsecuentes son de aproximadamente 0,5 mg/kg. En ciertas
divulgaciones del presente documento, las dosis subsecuentes son de aproximadamente 1 mg/kg. En ciertas
divulgaciones del presente documento, las dosis subsecuentes son de aproximadamente 2,5 mg/kg. En ciertas
divulgaciones del presente documento, las dosis subsecuentes son de aproximadamente 5 mg/kg. En algunas
divulgaciones del presente documento, las dosis subsecuentes son de aproximadamente 7,5 mg/kg. En algunas
divulgaciones del presente documento, las dosis subsecuentes son de aproximadamente 10 mg/kg. En algunas
divulgaciones del presente documento, las dosis subsecuentes son de aproximadamente 12,5 mg/kg.

En algunas divulgaciones del presente documento, el régimen de dosificacion intermitente comprende: (a) administrar
al paciente una dosis inicial de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de aproximadamente 2,5 mg/kg y (b)
administrar dosis subsecuentes de aproximadamente 2,5 mg/kg una vez cada 2 semanas. En algunas divulgaciones
del presente documento, el régimen de dosificacion intermitente comprende: (a) administrar al paciente una dosis
inicial de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de aproximadamente 5 mg/kg y (b) administrar dosis
subsecuentes de aproximadamente 5 mg/kg una vez cada 2 semanas. En algunas divulgaciones del presente
documento, el régimen de dosificacion intermitente comprende: (a) administrar al paciente una dosis inicial de un
anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de aproximadamente 2,5 mg/kg y (b) administrar dosis subsecuentes de
aproximadamente 2,5 mg/kg una vez cada 3 semanas. En algunas divulgaciones del presente documento, el régimen
de dosificacion intermitente comprende: (a) administrar al paciente una dosis inicial de un anticuerpo biespecifico anti-
VEGF/anti-DLL4 de aproximadamente 5 mg/kg y (b) administrar dosis subsecuentes de aproximadamente 5 mg/kg
una vez cada 3 semanas. En algunas divulgaciones del presente documento, el régimen de dosificacion intermitente
comprende: (a) administrar al paciente una dosis inicial de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de
aproximadamente 2,5 mg/kg y (b) administrar dosis subsecuentes de aproximadamente 2,5 mg/kg una vez cada 4
semanas. En algunas divulgaciones del presente documento, el régimen de dosificacién intermitente comprende: (a)
administrar al paciente una dosis inicial de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de aproximadamente
5 mg/kg y (b) administrar dosis subsecuentes de aproximadamente 5 mg/kg una vez cada 4 semanas. En ciertas
divulgaciones del presente documento, la dosis inicial y la dosis de mantenimiento son diferentes, por ejemplo, la dosis
inicial es de aproximadamente 5 mg/kg y la dosis subsecuente son de aproximadamente 2,5 mg/kg. En ciertas
divulgaciones del presente documento, un régimen de dosificacion intermitente puede comprender una dosis de carga,
la dosis inicial es de aproximadamente 20 mg/kg y las dosis subsecuentes son de aproximadamente 2,5 mg/kg o
aproximadamente 5 mg/kg administradas una vez cada 2 semanas, una vez cada 3 semanas, o una vez cada 4
semanas.
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Otro aspecto de la presente invencion se dirige a métodos para reducir la toxicidad de un anticuerpo biespecifico anti-
VEGF/anti-DLL4 en un paciente humano que comprende administrar al paciente el anticuerpo biespecifico anti-
VEGF/anti-DLL4 usando un régimen de dosificacion intermitente. Otro aspecto de la presente invencion se dirige a
métodos para reducir los efectos secundarios de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 en un paciente
humano que comprende administrar al paciente el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 usando un régimen
de dosificacion intermitente. Otro aspecto de la presente invencion se dirige a métodos para incrementar el indice
terapéutico de un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de un paciente humano que comprende administrar al
paciente el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 usando un régimen de dosificacion intermitente.

La eleccidn del método de administracion para la dosis iniciales y subsecuentes se hace de acuerdo con la capacidad
del paciente animal o humano de tolerar la introduccion del anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 en el cuerpo.
De esta manera, en cualquiera de los aspectos y/o divulgaciones del presente documento descritas en la presente, la
administracion del anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 puede ser mediante inyeccion intravenosa o
intravenosamente. En algunas divulgaciones del presente documento, la administracion es por infusion intravenosa.
En cualquiera de los aspectos y/o divulgaciones del presente documento descritas en la presente, la administracion
del anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 puede ser por una via no intravenosa.

V. Kits que comprenden los agentes de uniéon a VEGF/DLL4

La presente divulgacion proporciona kits que comprenden los agentes de uniéon a VEGF/DLL4 (por ejemplo,
anticuerpos) descritos en la presente y que se pueden usar para llevar a cabo los métodos descritos en la presente.
En ciertas divulgaciones del presente documento, un kit comprende por lo menos un anticuerpo purificado contra
VEGF y/o DLL4 en uno o mas contenedores. En algunas divulgaciones del presente documento, los kits contienen
todos los componentes necesarios y/o suficientes para llevar a cabo un ensayo de deteccion, incluyendo todos los
controles, indicaciones para llevar a cabo los ensayos, y cualquier software necesario para analisis y presentacion de
los resultados. Una persona experta en el campo reconocera facilmente que los agentes de unién a VEGF/DLL4 dados
a conocer de la presente invencion se pueden incorporar facilmente en uno de los formatos de kit establecidos que
son bien conocidos en el campo.

Se proporcionan ademas kits que comprenden un agente de uniéon a VEGF/DLL4 (por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4), asi como por lo menos un agente terapéutico adicional. En ciertas divulgaciones
del presente documento, el segundo (0 mas) agente terapéutico es un agente quimioterapéutico. En ciertas
divulgaciones del presente documento, el segundo (0 mas) agente terapéutico es un inhibidor de angiogénesis.

Las realizaciones de la presente descripcion se pueden definir adicionalmente por referencia a los siguientes ejemplos
no limitantes, que se describen en preparacion detallad en ciertas divulgaciones del presente documento de la
presente descripcion y métodos para usar los anticuerpos de la presente descripcion. Sera evidente para aquellas
personas expertas en el campo que muchas modificaciones, tanto materiales como métodos, se pueden practicar sin
apartarse del alcance de la presente descripcion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Afinidades de union de los anticuerpos anti-VEGF/anti-DLL4

Las Kbs de los anticuerpos parenterales anti-VEGF 219R45 (formato 1gG), anti-DLL4 21R79 (formato 1gG), anti-DLL4
21M18 (formato IgG) y anticuerpos biespecificos 219R45-MB-21M18 y 219R45-MB-21R79 se determinaron usando
un sistema Biacore 2000 de Biacore LifeSciences (GE Healthcare). Proteinas de DLL4-Fc humanas o DLL4-Fc de
raton recombinantes se inmovilizaron sobre chips de carboxilo CM5 usando quimica basada en amina estandar
(NHS/EDC) y se bloquearon con etanolamina. La VEGFiss humana o VEGFies de ratén recombinantes se biotinilaron
y se inmovilizaron sobre chips de estreptavidina. Los anticuerpos se diluyeron en serie 2 veces de 100 nM a 0,78 nM
en HBS-P (HEPES 0,01M pH 7.4, NaCl 0,15M, 0,005 % v/v de Polisorbato 20). Para cada anticuerpo, las 8 diluciones
se inyectaron secuencialmente sobre un chip especifico. Los datos cinéticos se recolectaron a través del tiempo y se
ajustaron usando ecuacion de ajuste global simultaneo para producir constantes de afinidad (valores Kp) para cada
anticuerpo biespecifico.
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Tabla 3
Anticuerpo hVEGF (nM) mVEGF(nM) hDLL4 (nM) mDLL4 (nM)
219R45 0,67 22,9 NB NB
21M18 NB NB <0,1 NB
21R79 NB NB <0,1 NB
219R45-MB-21M18 0,36 25,5 16 NB
219R45-MB-21R79 0,68 12,5 0,53 NB

Como se muestra en la Tabla 3, el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18 tuvo una constante de afinidad (Ka)
para el VEGF humano de 0,36 nM y una Kp para el DLL4 humano de 16 nM. El anticuerpo biespecifico 219R45-MB-
21R79 tuvo una Kp para el VEGF humano de 0,68 nM y una Kp para el DLL4 humano de 0,53 nM. Ambos anticuerpos
biespecificos mostraron union mas débil al VEGF de raton como es comparado con el VEGF humano y ningun
anticuerpo se ligo al DLL4 de ratén. De esta manera, ambos anticuerpos biespecificos mostraron afinidad de unién
similar al VEGF humano y 219R45-MB-21R79 mostré aproximadamente una unién 30 veces mas potente al DLL4
humano que el 219R45-MB-21M18. Adicionalmente, el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R79 tuvo una afinidad
de unién similar a VEGF humano a pesar del hecho de que el anticuerpo biespecifico es monovalente para VEGF
como es comparado con el anticuerpo parenteral bivalente.

Se identificaron varios anticuerpos anti-DLL4 adicionales que tuvieron afinidades de unién intermedias con las Kps de
21M18 y 21R79. Dos de estos anticuerpos anti-DLL4 se usaron para producir anticuerpos biespecificos anti-
VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21R75 y 219R45-MB-21R83. Usando el sistema Biacore 2000 como se describe en lo
anterior, las Kps de los anticuerpos biespecificos 219R45-MB-21R75 y 219R45-MB- 21R83 al de DLL4 humano se
determinaron. Una comparacién de la afinidad de union al DLL4 humano de estos cuatro anticuerpos biespecificos
anti-VEGF/anti-DLL4 se muestra en la Tabla 4.

Las CDRs para los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21R79,
219R45-MB- 21R75, y 219R45-MB-21R83 se muestran en la Figura 1A. La regién variable de cadena pesada y
cadena ligerea SEQ ID NOs se muestran en la Figura 1B y la SEQ ID Nos de cadena pesada y cadena ligera (con o
sin secuencia sefal) como se muestra en la Figura 1C.

El anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45- MB-21M18 comprende una (a) cadena pesada codificada
por el ADN que comprende SEQ ID NO:75 depositado con American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University
Boulevard, Manassas, VA, EUA, bajo las condiciones del Tratado de Budapest del 21 de Septiembre del 2012, y se le
asigno el nimero de designacion PTA-__, (b) una cadena pesada codificada por el ADN que comprende SEQ ID NO:
33 depositado con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest del 21 de Septiembre del 2012, y se le asigné
el numero de designacion PTA-__, y (c) una cadena ligera codificada por el ADN que comprende SEQ ID NO:34
depositado con el ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de Septiembre de 2012, y se le asigno el
numero de designacion PTA-13235.

El anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45- MB-21R79 comprende (a) una cadena pesada codificada por
el ADN que comprende SEQ ID NO:31 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de
Septiembre del 2012, y se le asignd el nimero de designacion PTA-__, (b) una cadena pesada codificada por el ADN
que comprende SEQ ID NO:33 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de
Septiembre del 2012 y se le asigno el nimero de designacion PTA-__, y (c) una cadena ligera codificada por el ADN
que comprende SEQ ID NO:34 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de
Septiembre del 2012, y se le asigno el nimero de designacion PTA-__.

En anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 y 219R45- MB-21R83 comprende (a) una cadena pesada codificada
por el ADN que comprende SEQ ID NO:72 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 24
de octubre de 2012 y se le asigno el nimero de designacion PTA-__, (b) una cadena pesada codificada por el ADN
que comprende SEQ ID NO: 33 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de
Septiembre del 2012, y se le asigno el niumero de designacion PTA-__, e (c) una cadena ligera codificada por el ADN
que comprende SEQ ID NO: 34 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de
Septiembre del 2012, y se le asigno el nimero de designacion en PTA-__.

El anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45- MB-21R75 comprende (a) una cadena pesada codificada por
el ADN que comprende SEQ ID NO:74 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de
Septiembre del 2012 y se le asigné el numero de designacion PTA-__, (b) una cadena pesada codificada por el ADN
que comprende SEQ ID NO:33 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de
Septiembre del 2012 y se le asigné el nimero de designacion PTA-__y (c) una cadena ligera codificada por el ADN
que comprende SEQ ID NO:34 depositada con ATCC bajo las condiciones del Tratado de Budapest el 21 de
Septiembre del 2012 y se le asigné el numero de designacion PTA-__.

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2938628 T3

Tabla 4
Anticuerpo CDR2 de cadena pesada hDLL4 (nM)
219R45-MB-21M18 YISSYNGATNYNQKFKG (SEQ ID NO:15) 16,00
219R45-MB-21R79 YIANYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:14) 0,53
219R45-MB-21R75 YIAGYKDATNYNQKFKG (SEQ ID NO:59) 5,10
219R45-MB-21R83 YISNYNRATNYNQKFKG (SEQ ID NO:65) 1,30

Ejemplo 2
Ensayo HTRF para la unién simultanea de anticuerpos biespecificos a VEGF humano y DLL4 humano

Para caracterizar las capacidades de union de ciertos anticuerpos y/o mezcla de anticuerpos a tanto VEGF como
DLL4, se llevaron a cabo ensayos de fluorescencia resueltos en el tiempo homogéneo (HTRF). Los anticuerpos
sometidos a prueba fueron los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 y 219R45-MB-
21R79, los anticuerpos parenterales 219R45 (anti-VEGF), 21M18 (anti-DLL4), 21R79 (anti-DLL4), una combinacién
de 219R45 y 21M18, una combinacion de 219R45 y 21R79. Los anticuerpos o mezclas de anticuerpos se diluyeron
en serie 2 veces de 3000 nM a 2,9 nM en solucion amortiguadora de unién (1X de PBS, 0,1 % de gelatina, 0,1 %
Polisorbato 20, fluoruro de potasio 400 mM) y se colocaron en una placa de 96 pocillos blancos. Un volumen igual de
solucion que contiene 4 p/ml de hDLL4-Fc etiquetado con d2 y 21,4 ng/ml de hVEGF 165 etiquetado con tripato de
Europio se agregaron a cada pocillo para un volumen final de 100 pl (concentraciones finales de fluoréforo aceptores
y donadores fueron de 2 yg/ml y 10,7 ng/ml, respectivamente). Las placas de ensayo se incubaron durante 2 horas
durante la noche y se leyeron sobre un lector de Micro placas SpectraMax M5e (Molecular Devices, Sunnyvale CA)
en una longitud de onda de excitacion de 314 nm.

Como se muestra en la Figura 2, los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 y 219R45-
MB-21R79, fueron capaz de unirse tanto a hVEGF como a hDLL4 simultaneamente. De manera importante, ninguna
de las combinaciones de los anticuerpos parenterales (es decir, 219R45 y 21M18 o0 219R45 y 21R79) fueron capaces
de unirse a VEGF y DLL4 simultaneamente. Estos resultados muestran claramente que los anticuerpos biespecificos
anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 y 219R45-MB-21R79 son capaces de funcionar de manera diferente que
una simple mezcla de los dos anticuerpos individuales.

Ejemplo 3
Inhibicién de la proliferacion de HUVEC por anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4

Células HUVEC se obtuvieron de Lonza (Walkersville MD) y se cultivaron en un medio de crecimiento (M199, 10 %
de FBS inactivado por calor (HI-FBS), 50 y/ml de EGS, 1X de heparina, L-glutamina 1mM). Para de proliferaciéon de
HUVEC, una placa de 96 pocillos se prerrecubrié con 50 pl de 10 ug/ml de solucion tipo | de colageno de cola de rata
(colageno | en acido acético 0,02 N) y se incubd a 4°C durante la noche. Después de la incubacion, la palca se aspird
completamente para remover la solucidon de colageno | no unida y se lavé una vez con 200 u/l de DPBS. Las células
HUVEC se removieron de la superficie de los matraces de crecimiento usando un reactivo subclén de células
endoteliales y se centrifugd a 1200 rpm durante 5 minutos a 4°C. Las células se volvieron a suspender en un medio
de inanicién/ensayo (M199 y 2 % de HI-FBS, 1X de heparina, 5U/ml heparina-glutamina) en una densidad de 10°
células/ml. Las células se sembraron en una placa de ensayo recubierta con colageno a 5000 células/pocillo,
50ul/pocillo. Las células se incubaron durante 3 horas a 37 °C, se lavaron una vez, se volvieron a alimentar con 100 pl
de medio de ensayo, y se incubaron durante la noche a 37°C. Al siguiente dia, los anticuerpos biespecificos 219R45-
MB-21M18, 219R45-MB-21R79, en anticuerpo parenteral 219R45, o el anticuerpo de control LZ1 se prepararon en
una mezcla con VEGF humano (R&D Biosystems, Minneapolis MN). Los anticuerpos se diluyeron en serie 5 veces de
20 uM a 0,25 nM en solucion amortiguadora de ensayo en combinacion con hVEGF (concentracion final 5ng/ml). La
mezcla se pre-incubd a 37°C durante 2 horas. El medio se removié de la placa de ensayo, y 100pl de la mezcla de
anticuerpo/hVEGF se agregé a cada pocillo. Después de 3-4 dias de incubacion, el medio se removio y una alicuota
reciente de la mezcla de anticuerpo/hVEGF se agrego a cada pocillo y se dejé incubar durante otros 4 dias. En el dia
7,20 pl de reactivo Azul Alamar (Invitrogen, Carlsbad, CA) se agregé a cada pocillo y se incubd a 37°C durante 5-6
horas. La placa se leyd con un lector de Micro placas SpectraMax M5e (Molecular Devices, Sunnyvale CA) usando
una longitud de onda de excitacion de 539 nm y una longitud de onda de emision de 590 nm.

Como se muestra en la Figura 3, los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 y 219R45-
MB- 21R79, asi como el anticuerpo anti-VEGF parenteral 219R45 mostraron proliferaciéon de HUVEC. Estos resultados
muestran que los anticuerpos biespecificos fueron capaces de inhibir la proliferacion inducida por VEGF de células
HUVEC.
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Ejemplo 4
Inhibicion de la sefalizacion Notch inducida por DLL4 por anticuerpos especificos.

Células PC3 humanas se transfectaron con un vector de expresion que codifica un receptor Notch2 humano de longitud
completa y un vector reportero de luciferasa de luciérnaga (reportero 8xCBF-luciferasa) que es responsable de la
sefializacion Notch. Las células también se transfectaron con un reportero de luciferasa Renilla (Promega, Madison
WI) como un control interno para la eficiencia de la transfeccion. La proteina DLL4 humana purificada se recubrio
sobre placas de 96 pocillos a 100ng/pocillo y las células PC3-luc que expresan Notch2 se agregaron a los pocillos.
Anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18, 219R45-MB- 21R79, anticuerpos anti-DLL4
parenterales 21M18, 21R79 o un anticuerpo de control LZ1 se diluyeron en serie 5 veces de 20 ug/ml a 0,064 ug/ml,
se agregaron a los pocillos apropiados, y se incubaron durante la noche. La actividad de la luciferasa se determiné
usando un kit de ensayo de luciferasa doble (Promega, Madison, WI) con actividad de luciferasa de luciérnaga
normalizada con la actividad de luciferasa Renilla.

Como se muestra en la Figura 4, el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21R79 y los anticuerpos
anti-DLL4 parenterales 21M18 y 21R79 inhibieron la sefializacién Notch inducida por DLL4. El anticuerpo biespecifico
219R45-MB-21M18 inhibié la sefializacion Notch inducida por DLL4 solamente en consideraciones de anticuerpo altas.
Estos resultados mostraron que el anticuerpo biespecifico anticuerpo 219R45-MB-21R79, y a un grado menor del
anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18, fueron capaces de inhibir la sefalizacion Notch inducida por DLL4. De
esta manera, en combinacion con los resultados presentados en el Ejemplo 3, los anticuerpos biespecificos anti-
VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21R79 y 219R45-MB-21M18, habian mostrado la capacidad de inhibir las funciones de
sefializacion y/o proliferacion inducidas tanto por VEGF como de DLL4.

Ejemplo 5
Inhibicién del crecimiento tumoral in vivo por un anticuerpo biespecifico en un modelo de injerto de piel humana.

Un modelo de injerto de piel humana se ha reportado que comprende un injerto de piel humana y células tumorales
humanas. Se establece un injerto de piel humana y luego las células tumorales humanas se implantan en el injerto de
piel, permitiendo que las células tumorales se desarrollen en un entorno con estroma y vasculatura humana (Tahtis y
colaboradores, 2003, Mol. Cancer Ther. 2:229-737). Las muestras de piel humana se obtuvieron de tejido de prepucio
neonatal y se injertd en el flanco lateral de ratones NOD- SCID. Después del establecimiento del injerto de piel, células
tumorales de colon OMP-C8 etiquetadas con luciferasa (20,000 células) se inyectaron intradérmicamente en la piel
humana. El crecimiento tumoral se supervis6 por formacién de imagenes de bioluminiscencia usando un sistema de
formacion de imagenes IVIS (Caliper Life Sciences, Mountain View, CA). Los tumores se dejaron desarrollar hasta que
alcanzaron 1,2 x 108 fotones por segundo. Los ratones que llevan tumor (n = 6 ratones/grupo) se eligieron al azar y se
trataron con Ab de control, anticuerpo anti-hDLL4 21M18, anticuerpo anti-VEGF de bevacizumab, o anticuerpo
biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18. Los animales se trataron una vez a la semana y los anticuerpos
se administraron intraperitonealmente en una dosis de 25 mg/kg. El crecimiento tumoral se supervisé por formacion
de imagenes de bioluminiscencia en los dias indicados.

Como se muestra en la Figura 5, tanto el anticuerpo anti-hDLL4 21M18 como el anticuerpo anti-VEGF de bevacizumab
inhibieron el crecimiento tumoral en este modelo de injerto de piel humana/tumor humano. Adicionalmente, el
anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 fue mas efectivo que ya sea el anticuerpo anti-DLL4
o el anticuerpo anti-VEGF solo. Estos datos muestran la utilidad fijar como objetivo simultaneamente el DLL4 y VEGF
con un anticuerpo biespecifico.

Ejemplo 6

Tumorigenicidad de células tumorales pancreaticas OMP-PN8 después del tratamiento con anticuerpos biespecificos
anti-VEGF/anti-DLL4

Ratones que llevan tumores pancreaticos OMP-PN8 se trataron con anticuerpo de control (15 mg/kg), anticuerpo anti-
hDLL4 21M18 (15 mg/kg), anticuerpo anti-VEGF de bevacizumab (15 mg/kg), o anticuerpo biespecifico anti-
VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 o 219R45-MB-21R79 (30 mg/kg) con o sin gemcitabina (70 mg/kg). Después de
cuatro semanas de tratamiento, los tumores se recolectaron, se procesaron a suspensiones de células individuales y
las células tumorales humanas se purificaron por agotamiento inmunomagnético de células de murino. 90 células
tumorales humanas de cada grupo del tratamiento se transfirieron a un nuevo cohorte de ratones (n = 10
ratones/grupo). Los tumores se dejaron desarrollar durante 55 dias sin ningun tratamiento y los volimenes del tumor
se midieron con calibradores electronicos.

La Figura 6 muestra el volumen de tumor de los ratones individuales en cada grupo. Las células aisladas de ratones
tratados con anticuerpo anti-hDLL4 21M18 tuvieron un tumorigenicidad disminuida en gran medida, 5 de 10 ratones
tuvieron tumores, como es comparada con las células aisladas de ratones tratados con el anticuerpo de control donde
9 de 10 ratones tuvieron tumores. La reduccién en la frecuencia del crecimiento tumoral indica una reduccion en la
frecuencia de células madre cancerosas. En contraste, el tratamiento con bevacizumab no dio por resultado reduccion
de la frecuencia del crecimiento tumoral, 10 de 10 ratones tuvieron tumores. Similar al bevacizumab, el tratamiento
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con gemcitabina como un solo agente no tuvieron efecto en la frecuencia del crecimiento tumoral ya que 10 de 10
ratones tuvieron tumores. Los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 y 219R45-MB-
21R79 ambos redujeron la frecuencia del crecimiento tumoral (5 de 10 ratones tuvieron tumores y 4 de 10 ratones
tuvieron tumores, respectivamente). El tratamiento de combinacién con gemcitabina parecié que no tiene efecto en la
frecuencia del crecimiento tumoral. Estos datos indican que el DLL4 objetivo reduce la frecuencia de células madre
cancerosas mientras que el VEGF objetivo solo no lo hace. De manera importante, estos datos indican que la actividad
anti-CSC del anticuerpo anti-DLL4 se retiene en un anticuerpo biespecifico.

Ejemplo 7
ELISA de Anticuerpo Biespecifico

El VEGF (ATGEN, Corea del Sur) se recubrié sobre placas Nunc maxisorb a 2ug/ml (100gl/pocillo) y se incubd durante
la noche a 2-8°C. Los anticuerpos biespecificos 219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21R79, 219R45-MB-21R75, y
219R45-MB-21R83 se diluyeron en solucién amortiguadora de bloqueo (1x de PBS, 0,1 % de gelatina 0,1 % de
Polisorbato-20, pH 7.4) que contiene 2 pg/ml de biotina-DLL4-hFc. Los anticuerpos se diluyeron en serie 3 veces de
500 ng/ml a 0,008 ng/ml. Las muestras de anticuerpo se incubaron durante 2 horas en solucién amortiguadora de
bloqueo que contiene la biotina-DLL4-hFc. Después de la incubacion, las muestras de anticuerpo se transfirieron a la
placa de ensayo recubierta con VEGF (100 ul/pocillo) y se incubaron durante 2 horas. Estreptavidina- HRP (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA) se agreg6 a cada pocillo y se incubé durante 1 hora. El substrato TMB se agregé
a los pocillos con un desarrollo de color de 10 minutos y la reaccién se detuvo con acido sulfdrico 2M. La absorbancia
se leydé a 450-650 nm y los datos se analizaron usando el ajuste de 4 parametros dentro del programa de analisis
Softmax Pro (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

La Figura 7 muestra las curvas de titulacion de los anticuerpos biespecificos 219R45-MB-21M18 (circulos abiertos),
219R45-MB-21R79 (cuadrados abiertos), 219R45-MB- 21R75 (triangulos abiertos), y 219R45-MB-21R83 (triangulos
abiertos) en comparacion con un anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de referencia (circulos sélidos). Las
potencias relativas para los anticuerpos biespecificos como es comparado con el anticuerpo biespecifico de referencia
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Anticuerpo Potencia Relativa ( %)
219R45-MB-21M18 67
219R45-MB-21R79 501
219R45-MB-21R75 422
219R45-MB-21R83 222

El anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21R79 que el mas potente, aproximadamente 7 veces mas potente que
219R45-MB- 21M18, que reflejé la afinidad mas alta del sitio de unidn a antigeno 21R79.

Ejemplo 8
Produccion de Anticuerpos Biespecificos

Los anticuerpos biespecificos se produjeron usando una linea de células GS-CHO. Las células CHOK1SV (Lonza
Biologics) se transfectaron a través de electroporacion con el gen(s) de interés acoplado con glutamina sintetasa (GS)
como el marcador seleccionable. Los transfectantes y subclones se clasificaron para la productividad de anticuerpos
y los productores altos se seleccionaron para la produccién de mayor escala. Las células se desarrollaron usando un
proceso de lote de alimentacion y bioreactores de lote de alimentacion. El anticuerpo acumulado en el fluido de cultivo
de células recolectadas (HCCF) se aislo y se purificd usando técnicas de cromatografia.

Lineas de células de anticuerpo biespecificos 219R45-MB- 21M18.010.017 y 219R45-MB-21R79.017.003 se
cultivaron en bioreactores de tanque agitados de 5L durante 14 dias. Las lineas de células 219R45-MB-
21M18.010.017 produjeron un titulo de anticuerpo final de 3.0 g/L y la linea de células 219R45-MB-21R79.017.003
produjo un titulo de anticuerpo final de 0,8 g/L. Las lineas de células 219R45-MB-21R75.101 y 219R45-MB-21R83.113
se cultivaron en sistemas de biorreactor WAVE de 25L (GE Healthcare) usando un proceso de lote de alimentacion
que logré titulos de anticuerpo finales de 0,4 g/L. Las lineas de células de anticuerpos biespecificos 219R45-MB-
21M18AG.138.007, 219R45-MB-21M18AG.038.009, 219R45- MB-21M18AG.142.002, 219R45-MB-
21R79AG.072.014 y 219R45-MB- 21R83AG.129.003 se cultivaron en bioreactores de tanque de agitado de 5 L
durante 14 - 15 dias. La linea de células 219R45-MB-21M18AG.138.007 produjo un titulo de anticuerpo final de 1,0
g/L después de 14 dias. La linea de células 219R45-MB-21M18AG.038.009 produjo un titulo de anticuerpo final de
1,6 g/L después de 14 dias. La linea de células 219R45-MB-21M18AG.142.002 produjo un titulo de anticuerpo final
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de 2,6 g/L después de 14 dias. La linea de células 219R45-MB-21R79AG.072.014 produjo un titulo de anticuerpo final
de 2,1 g/L después de 15 dias. La linea de células 219R45-MB-21M18AG.038.009 produjo un titulo de anticuerpo final
de 2,4 g/L después de 15 dias. El fluido de cultivo se recolecto por filtracion de cada una de estas cuatro lineas de
células y se sometioé a la cromatografia de afinidad de proteina A. La columna de proteina A se lavé con una serie de
soluciones amortiguadoras y los anticuerpos se eluyeron usando una soluciéon amortiguadora de elucioén con pH bajo.
La caracterizacion inicial de la pureza de los anticuerpos biespecificos se llevé a cabo usando cromatografia de
exclusion de tamafio (SEC-HPLC) y en foque isoeléctrico (IEF).

La cromatografia de exclusion de tamafio (SEC) se usé para determinar la pureza del producto de anticuerpo. La SEC
es un método cromatografico bien conocido en el cual las moléculas (por ejemplo, anticuerpos) en solucién se separan
por su tamafio. La SEC se puede usar para distinguir un producto de anticuerpo de agregado y/o impurezas, y para
determinar el porcentaje del producto de anticuerpo como es comparado con la mezcla total. Como se usa en la
presente, la SEC no distingue entre un anticuerpo homomeérico y un anticuerpo biespecifico heterodimérico.

El enfoque isoeléctrico capilar de imagen (iclEF) se usé para determinar la identidad y pureza de los heterodimeros
de anticuerpo biespecifico. Usando el iclEF, las isoformas de carga del anticuerpo se separan de acuerdo con su ply
el resultado es una "huella" de la distribucion de carga del anticuerpo. El método iclEF también puede servir como una
determinacién de pureza al separar los heterodimeros de anticuerpo biespecifico por su pl distinta de cualquiera de
los productos o impurezas de homodimeros.

Las muestras de anticuerpo biespecificos se analizaron por iclEF en un instrumento ProteinSimple ICE280
(ProteinSimple, Santa Clara, CA) . Para este analisis, una mezcla de proteinas se introduce en un capilar, se aplica
voltaje alto a través del capilar y los anfolitos establecen un gradiente de pH lineal a lo largo de la longitud del capilar.
Bajo la influencia del campo eléctrico, los marcadores de pl y la mezcla de proteccién ambos migran la longitud del
capilar hasta que se alcanza un valor de pH donde la carga neta es cero. Una vez enfocado, el instrumento ICE280
usa una deteccién de formacion de imagenes de columna completa con una camara UV de 280-nm para supervisar
el patrén de las isoformas de proteina dentro del capilar. El electroferograma resultante se calibra usando marcadores
de pl internos y se integra para establecer el porcentaje de area respectivas de las isoformas cargadas diferentes de
la mezcla de proteinas. Los perfiles de carga de varios anticuerpos especificos anti-VEGF/anti-DLL4 se muestran en
la Figura 8. Para este experimento, se diluyeron eluatos de Proteina A con agua MilliQ a una concentracion de
6,6 mg/ml. Un total de 18 pl pl de la muestra se mezclaron con 100 yl de 8M urea, 70 pl de 0,5 % de metilcelulosa,
8 ul de 3-10 Pharmalyte, 2 ul de marcador de pl alto y 2 pl de marcador de pl bajo a un volumen final de 200 pl pl. La
Tabla 6 muestra el porcentaje del producto de anticuerpo de las lineas de células 219R45-MB- 21M18.010.017,
219R45-MB-21R79.017.002, 219R45-MB-21R75.101, 219R4 5-MB-21R8 3.113, 219R45-MB-21M18.138.007,
219R45-MB- 21M18AG.038.009, 219R4 5-MB-21M18AG.142.002, 219R45-MB- 21R79AG.072.014, y 219R45-MB-
21R83AG.129.003 después de la cromatografia de afinidad de Proteina A como es determinado por SEC-HPLC. La
Tabla 6 también muestra el porcentaje de los anticuerpos heterodiméricos de las lineas de células 219R45- MB-
21M18.010.017, 219R45-MB-21R79.017.002, 219R45-MB- 21R75.101, 219R4 5-MB-21R8 3.113, 219R45-MB-
21M18.138.007, 219R45-MB-21M18AG.038.009, 219R45-MB-21M18AG.142.002, 219R45- MB-21R79AG.072.014, y
219R45-MB-21R83AG.129.003 después de la cromatografia de afinidad de Proteina A como es analizado por iclEF.

Tabla 6
Linea de células Titulacién del Anticuerpo | Pureza por SEC ( | Pureza por [EF (% de

(g/L) %) heterodimero)
219R45-MB- 21M18.010.017 3,0 73,9 47,2
219R45-MB- 21R79.017.002 0,8 79,3 72,5
219R45-MB-21R75.101 0,4 91,2 84,9
219R45-MB-21R83.113 04 91,8 91,4
219R45-MB- 21M18.138.007 1,0 92,6 95,8
219R45-MB- 21M18AG.038.009 1,6 89,6 89,0
219R45-MB- 21M18AG.142.002 2,6 91,2 84,6
219R45-MB- 21R79AG.072.014 21 87,8 84,9
219R45-MB-21R83AG.129.003 2,4 89,4 90,5

La pureza del producto de anticuerpo biespecifico se puede incrementar adicionalmente por etapas de cromatografia
adicionales. Después de la cromatografia de afinidad de Proteina A, la fraccién de eluato se mantuvo en un pH bajo
por no menos de 60 minutos a temperatura ambiente para la inactivacion viral. La solucidon de anticuerpos (eluato de
columna de Proteina A, pH ajustado) se cargd sobre una columna de intercambio aniénico potente. Las impurezas
relacionadas con el producto y proceso unidas a la resina de cromatografia de intercambio aniénico y a la fraccion de
flujo pasante (producto de anticuerpo) se recolectd. En algunos casos, la pureza se mejoré adicionalmente mediante
el uso de una resina de cromatografia multimodal tal como hidroxiapatita de ceramica. En algunos casos, el
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intercambio de solucién amortiguadora del producto de anticuerpo se llevé a cabo usando técnicas de ultrafiltracion y
diafiltracion, después de lo cual los excipientes se agregaron. El anticuerpo formulado se filtr6 estéril en contenedores
estériles y se almaceno refrigerado o congelado. La pureza de los anticuerpos biespecificos se volvié a evaluar usando
SEC-HPLC Yy IEF.

Tabla 7
Linea de células Pureza por SEC ( %) | Pureza por IEF ( % de heterodimero)
219R45-MB-21M18.010.017 98,9 98,5
219R45-MB-21R79.017.002 95,1 99,3
219R45-MB-21R75.101 97,2 98,2
219R45-MB-21R83.113 95,3 91,4
219R45-MB-21M18.138.007 98,1 100
219R45-MB-21M18AG.142.002 99,6 100
219R45-MB-21R79AG.072.014 98,2 100
219R45-MB-21R83AG.129.003 998,6 100

Como se muestra en la Tabla 7, la purificaciéon de los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 con etapas de
cromatografia adicional después de la Proteina A dio por resultado el aislamiento de los productos de anticuerpo que
fueron 95 % a aproximadamente 99 % puros como es analizado por SEC. El analisis por IEF determiné que el
anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 purificado de la linea de células 219R45-MB-21M18.010.017 fue de 98,5
% heterodimérico, el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de la linea de células 219R45-MB-21R79.017.002
fue 99,3 % heterodimérico, el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de la linea de células 219R45-MB-
21R75.101 fue 98,2 % heterodimérico, el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de la linea de células 219R45-
MB-21R83.113 fue 91,4 % heterodimérico, el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de la linea de células
219R45-MB-21M18.138.007 fue 100 % heterodimérico, el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de la linea de
células 219R45-MB-21M18AG.142.002 fue 100 % heterodimérico, el anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 de
la linea de células 219R45-MB-21R79AG.072.014 fue 100 % heterodimérico, y el anticuerpo biespecifico anti-
VEGF/anti-DLL4 de la linea de células 219R45-MB-21R83AG.129.003 fue 100 % heterodimérico. Estos resultados
mostraron que la etapa de cromatografia de intercambio aniénico incrementd en gran medida el porcentaje de
anticuerpos heterodiméricos como es comparado con la purificacidon con la cromatografia de Proteina A sola. La
adicién de una etapa de cromatografia multimodal tal como hidroxiapatita de ceramica también puede mejorar la
pureza monomérica (como es determinado por SEP-HPLC).

Ejemplo 9
Inhibicion del crecimiento tumoral de colon OMP-C8 en el modelo de recurrencia de tumor in vivo

Suspensiones de células individuales de xenoinjertos de tumor de colon OMP-C8 (20,000 células) se inyectaron
cutaneamente en los flancos de ratones NOD/SCID de 6-8 semanas de edad. Los tumores se dejaron desarrollar
durante 33 dias hasta que alcanzaron un volumen promedio de 240mm . Los ratones se eligieron al azar (n = 10 por
grupo) y se trataron con anticuerpo anti-hDLL4 21M18, anticuerpo anti-VEGF bevacizumab, una combinacion de
anticuerpos 21M18 y bevacizumab, anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18, anticuerpo
biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21R79, o el anticuerpo de control, todos en combinacién con
irinotecano. Los anticuerpos y el irinotecano se dosificaron semanalmente por inyeccion en la cavidad intraperitoneal.
Los anticuerpos 21M18 y bevacizumab se dosificaron a 7,5 mg/kg, los anticuerpos biespecificos 219R45- MB-21M18
y 219R45-MB-21R79 se dosificaron a 15 mg/kg, y el irinotecano se dosifico a 45 mg/kg. El irinotecano se dosificd
durante cuatro semanas, tiempo en el cual, se descontinué y la administracion de los anticuerpos continué. El
crecimiento tumoral se supervisé y los volumenes de tumor se midieron con calibradores electronicos en los puntos
de tiempo indicados. Los datos se expresan como media £ SEM.

Como se muestra en la Figura 9, el anticuerpo anti-hDLL4 21M18 continué mostrando crecimiento tumoral después
de que se detuvo el tratamiento con irinotecano. En contraste, el anticuerpo anti-VEGF bevacizumab no fue capaz de
inhibir el crecimiento de nuevo del tumor después de que se habia detenido la administracion de irinotecano. La
combinacién del anticuerpo anti-DLL4 21M18 y el anticuerpo anti-VEGF bevacizumab dio por resultado mayor
inhibicion del crecimiento de nuevo del tumor que cualquier agente solo. Adicionalmente, el anticuerpo biespecifico
anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 fue mas efectivo en inhibir el crecimiento de nuevo del tumor que la mezcla
de los dos anticuerpos.

Ejemplo 10

Reduccion en la tumorigenicidad de tumores de colon OMP-C8
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Suspensiones de células individuales de xenoinjerto de tumor de colon OMP-C8 (20,000 células) se inyectaron
subcutaneamente en los flancos de ratones NOD/SCID de 6-8 semanas de edad. Los tumores se dejaron desarrollar
durante 33 dias hasta que alcanzaron un volumen promedio de 300mm . Los ratones se eligieron al azar (n = 5 por
grupo) y se trataron con anticuerpo anti-DLL4 21M18, anticuerpo anti-VEGF bevacizumab, una combinacion de
anticuerpos 21M18 y bevacizumab, anticuerpo biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18, anticuerpo
biespecifico anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21R79, o el anticuerpo de control, ya sea en combinaciéon con
irinotecano o sin irinotecano. Los anticuerpos e irinotecanos se dosificaron semanalmente por inyeccion en la cavidad
intraperitoneal. Los anticuerpos 21M18 y bevacizumab se dosificaron a 7,5 mg/kg, los anticuerpos biespecificos
219R45-MB-21M18 y 219R45-MB-21R79 se dosificaron a 15 mg/kg, e el irinotecano se dosificé a 45 mg/kg. Los
tumores se recolectaron después de 4 semanas, se procesaron en suspensiones de células individuales, y las células
tumorales humanas se aislaron. 150 células tumorales de cada grupo experimental se inyectaron subcutaneamente
en un nuevo cohorte de ratones (n = 10 por grupo) y los tumores se dejaron desarrollar sin tratamiento. El crecimiento
tumoral se superviso y los volumenes de tumor se midieron con calibradores electrénicos.

Los volumenes de tumor individuales en el dia 68 se muestran en la Figura 10. El anticuerpo anti-DLL4 21M18, la
combinacion de 21M18 con el anticuerpo anti-VEGF bevacizumab, los anticuerpos biespecificos 219R45-MB-21M18
y 219R45-MB-21R79, y el irinotecano redujeron la frecuencia del crecimiento tumoral como agentes individuales. En
contraste, el bevacizumab anti-VEGF como un solo agente no tuvo efecto en la frecuencia del crecimiento tumoral
como es comparado con el anticuerpo de control. En los grupos tratados con una combinacion de irinotecano y
anticuerpos, el anticuerpo biespecifico 219R45-MB-21M18 tuvo el efecto mas grande en la reduccion de la frecuencia
del crecimiento tumoral.

Ejemplo 11
Inhibicion del crecimiento tumoral del colon OMP-C8 in vivo

Suspensiones de células individuales de xenoinjertos de tumor de colon OMP-C8 (50,000 células) se inyectaron
subcutaneamente en los flancos de ratones NOD/SCID de 6,8 semanas de edad. Los tumores se dejaron desarrollar
durante 21 dias hasta que alcanzaron un volumen promedio de 80mm Los ratones se eligieron al azar (n = 8 por
grupo) y se trataron con el anticuerpo anti-DLL4 21M18, el anticuerpo anti-VEGF bevacizumab, los anticuerpos
biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21R75, 219R45-MB- 21R79, 219R45-MB-
21R883, o el anticuerpo de control, ya sea solos o en combinacion con irinotecano. Los anticuerpos y el irinotecano se
dosificaron semanalmente por inyeccion en la cavidad intraperitoneal. El bevacizumab y los anticuerpos biespecificos
219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21R75, 219R45-MB- 21R79, y 219R45-MB-21R83 se dosificaron en 15 mg/kg, y el
irinotecano se dosifico a 7,5 mg/kg. El crecimiento tumoral se supervisé y los volumenes de tumor se midieron con
calibradores electrénicos en los puntos de tiempo indicados. Los datos se expresan como media + SEM.

Como agentes individuales, los cuatro anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 mostraron actividad antitumoral
mejorada relativa con el anticuerpo anti-VEGF bevacizumab. En combinacion con el irinotecano, el tratamiento con
los anticuerpos biespecificos anti-VEGF/anti-DLL4 219R45-MB-21M18 y 219R45-MB-21R83 dio por resultado la
inhibicion mas grande del crecimiento tumoral (Figura 11).

Después de la fase de tratamiento, las secciones de tumor se prepararon y se analizaron por tinciéon de hematoxilina
y eosina (H&E). Los tumores tratados con 219R45- MB-21M18 y 219R45-MB-21R83 en combinacién con irinotecano
mostraron regiones de tincion rosadas oscuras que proporcionan evidencia de calificacion extensiva. Esto es
caracteristico del tejido tumoral sumamente necrotico.

Ejemplo 12
Estudio de toxicidad no de GLP de anticuerpos biespecificos en monos cynomolgus

Un estudio de toxicidad no GLP en monos cynomolgus se inici6 para evaluar y comparar el perfil de toxicidad de
algunos de los anticuerpos biespecificos. Los animales se dosificaron con 0 mg/kg (control), 5 mg/kg (dosis baja), o
30 mg/kg (dosis alta) de anticuerpo biespecifico anti-DLL4/anti-VEGF (219R45-MB-21M18, 219R45-MB-21R83, o
219R45-MB-21R79) cada 2 semanas a través de infusion IV. 3 mujeres y 3 hombres se dosificaron en cada grupo.
Después de 15 semanas, los pesos corporales medios fueron menores en los animales que recibieron la dosis alta de
219R45-MB-21R79 que en animales que recibieron la dosis alta de ya sea 219R45-MB-21R18 0 219R45-MB-21R83.
Ademas, los niveles de albumina de suero medios fueron menores en animales que recibieron 219R45-MB- 21R79
que en aquellos que recibieron ya sea 219R45-MB-21R18 o 219R45-MB-21R83. Aunque preliminares en caracter,
estos resultados tempranos sugieren que 219R45-MB-21R18 y 219R45- MB-21R83 pueden tener un perfil de toxicidad
superior comparados con 219R45-MB-21R79.

Secuencias

Cadena pesada con secuencia sefial (subrayada) 21M18 (SEQ ID NO:1)
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MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTHWVKQAP
GOGLEWIGYISSYNGATNYNQKFKGRVIFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYD
YDVGMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKC
CVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSELTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada con secuencia sefial (subrayada) 21R79 (SEQ ID NO:2)

MKHLWEFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSEFTAYYTHWVKQAP
GOGLEWIGYIANYNRATNYNQKFKGRVTIFTTIDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYD
YDVGMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKC
CVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSELTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada con secuencia sefial (subrayada) 219R45 (SEQ ID NO:3)

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTNYWMHWVRQAP
GOGLEWMGDINPSNGRTSYKEKFKRRVTLSVDKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYFCTIHYD
DKYYPLMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVER
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KCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREKMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLKSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena ligera con secuencia sefial (subrayada) (SEQ ID NO:4)

MVLOTQVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASESVDNYGISEFMKWE
QOKPGOPPKLLIYAASNQGSGVPDRFSGSGSGIDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSKEVPW
TEGGGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada sin secuencia sefial predicha 21M18 (SEQ ID NO:5)

QVOLVOSGAEVKKPGASVKISCKASGYSEFTAYYITHWVKQAPGOGLEWIGYISSYNGATNY
NOKFKGRVTFTITDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTIVSSA
STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSG
LYSLSSVVIVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGP SVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSELTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada sin secuencia sefial predicha 21R79 (SEQ IDNO:6)

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYIHWVKQAPGOGLEWIGY IANYNRATNY
NOKFKGRVTFTTIDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVIVPSSNFGTQTYTCNVDHKP SNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGP SVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTEFRV
VSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSELTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada sin secuencia sefal predicha 219R45 (SEQ ID NO:7)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWMHWVRQAPGQGLEWMGD INPSNGRTSY
KEKFKRRVTLSVDKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYFCTIHYDDKYYPLMDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVIVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGP SV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTE
RVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREKMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLKSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena ligera sin secuencia sefal predicha (SEQ ID NO:8)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASESVDNYGISFMKWFQOKPGOPPKLLIYAASNQGS
GVPDRFSGSGSGTIDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSKEVPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

Regién variable de cadena pesada 21M18 (SEQ ID NO:9)

QVOLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTITHWVKQAPGQGLEWIGYISSYNGATNY
NOKFKGRVTFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSS

Regién variable de cadena pesada 21R79 (SEQ ID NO:10)
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QVOLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTITHWVKQAPGQGLEWIGY IANYNRATNY
NOKFKGRVTFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSS

Region variable de cadena pesada 219R45 (SEQ ID NO:11)

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWMHWVRQAPGQGLEWMGD INPSNGRTSY
KEKFKRRVTILSVDKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYFCTIHYDDKYYPLMDYWGQGTLVTVSS

Region variable de cadena ligera (SEQ ID NO:12)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASESVDNYGISFMKWFQQOKPGQPPKLLIYAASNQGS
GVPDRFSGSGSGTIDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQOSKEVPWTFGGGTKVEIK

CDR1 de cadena pesada 21R75, 21R79, 21R83, y 21M18 (SEQ ID NO:13)
TAYYTIH

CDR1 de cadena pesada alteARNtiva 21R75, 21R79, 21R83, y 21M18 (SEQ ID NO:79)
AYYTH

CDR2 de cadena pesada 21R79 (SEQ ID NO:14)
YTANYNRATNYNQKFKG

CDR2 de cadena pesada 21M18 (SEQ ID NO:15)
YISSYNGATNYNQKFKG

CDR3 de cadena pesada 21R75, 21R79, 21R83, y 21M18 (SEQ ID NO:16)
RDYDYDVGMDY

CDR1 de cadena pesada 219R45 (SEQ ID NO:17)
NYWMH

CDR2 de cadena pesada 219R45 (SEQ ID NO:18)
DINPSNGRTSYKEKFKR

CDR3 de cadena pesada 219R45 (SEQ ID NO:19)
HYDDKYYPLMDY

CDR1 de cadena ligera (SEQ ID NO:20)
RASESVDNYGISFMK

CDR2 de cadena ligera (SEQ ID NO:21)
AASNQGS

CDR3 de cadena ligera (SEQ ID NO:22)
QQSKEVPWTFGG

DLL4 humano con secuencia sefial (subrayada) (SEQ ID NO:23)
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MAAASRSASGWALLLLVALWQORAAGSGVFQLOLOEFINERGVLASGRPCEPGCRTEFRV
CLKHFQAVVSPGPCTFGTIVSTPVLGTNSFAVRDDSSGGGRNPLOQLPFNFTWPGTFSLIIE
AWHAPGDDLRPEALPPDALISKIAIQGSLAVGONWLLDEQTSTLTRLRYSYRVICSDNYY
GDNCSRLCKKRNDHFGHYVCQPDGNLSCLPGWTGEYCQQPICLSGCHEQNGYCSKPAECL
CRPGWQGRLCNECIPHNGCRHGTCSTPWQCTCDEGWGGLECDQDLNYCTHHSPCKNGATC
SNSGQRSYTCTCRPGYTGVDCELELSECDSNPCRNGGSCKDQEDGYHCLCPPGYYGLHCE
HSTLSCADSPCEFNGGSCRERNQGANYACECPPNFTGSNCEKKVDRCTSNPCANGGQCLNR
GPSRMCRCRPGFTGTYCELHVSDCARNPCAHGGTCHDLENGLMCTCPAGE SGRRCEVRTS
IDACASSPCEFNRATCYTDLSTDTEVCNCPYGEFVGSRCEFPVG

DLL4 humano sin secuencia sefal predicha (SEQ ID NO:24)

SGVFQLOLQEFINERGVLASGRPCEPGCRTFFRVCLKHFQAVVSPGPCTFGTVSTPVLGT
NSFAVRDDSSGGGRNPLOQLPFNFTWPGTFSLIIEAWHAPGDDLRPEALPPDALISKIAIQ
GSLAVGONWLLDEQTSTLTRLRYSYRVICSDNYYGDNCSRLCKKRNDHFGHYVCQPDGNL
SCLPGWTGEYCQQPICLSGCHEQNGYCSKPAECLCRPGWQGRLCNECIPHNGCRHGTCST
PWQCTCDEGWGGLFCDODLNYCTHHSPCKNGATCSNSGQRSYTCTCRPGYTGVDCELELS
ECDSNPCRNGGSCKDQEDGYHCLCPPGYYGLHCEHSTLSCADSPCFNGGSCRERNQGANY
ACECPPNFTGSNCEKKVDRCTSNPCANGGQCLNRGPSRMCRCRPGFTGTYCELHVSDCAR
NPCAHGGTCHDLENGLMCTCPAGF SGRRCEVRTSIDACASSPCEFNRATCYTDLSTDTEVC
NCPYGFVGSRCEFPVG

Region N-Terminal de DLL4 humano (SEQ ID NO:25)

SGVFQLOLQEFINERGVLASGRPCEPGCRTFFRVCLKHFQAVVSPGPCTFGTVSTPVLGT
NSFAVRDDSSGGGRNPLOQLPFNFTWPGTFSLIIEAWHAPGDDLRPEALPPDALISKIAIQ
GSLAVGQON

Dominio DSL de DLL4 humano (SEQ ID NO:26)

WLLDEQTSTLTRLRYSYRVICSDNYYGDNCSRLCKKRNDHEFGHYVCQPDGNLSCLPGWTG
EYC

VEGF humano-A con secuencia sefial (subrayada) (SEQ ID NO:27)

MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGONHEEVVKFMDVYQRSYCHPIETLVD
IFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMRCGGCCNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQOHIGEM
SFLOHNKCECRPKKDRARQEKKSVRGKGKGQKRKRKKSRYKSWSVYVGARCCLMPWSLPG
PHPCGPCSERRKHLFVQDPQTCKCSCKNTDSRCKARQLELNERTCRCDKPRR

VEGF humano-A sin secuencia sefial predicha (SEQ ID NO:28)

APMAEGGGONHHEVVKFMDVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMRCGGC
CNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSEFLOHNKCECRPKKDRARQEKKSVRG
KGKGOQKRKRKKSRYKSWSVYVGARCCLMPWSLPGPHPCGPCSERRKHLEFVQDPQTCKCSC
KNTDSRCKARQLELNERTCRCDKPRR

Secuencia de nucleétidos de cadena pesada 21M18 (13B Version 1) (SEQ ID NO:29)

ATGAAGCACCTGTGGTTCTITTCTGCTGCTGGTGGCCGCTCCCAGATGGGTGCTGTCCCAG
GTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATCTCC
TGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCTTACTACATCCACTGGGTCAAGCAGGCCCCT
GGGCAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCTCCTCCTACAACGGCGCCACCAACTACAAC
CAGAAATTCAAGGGCCGCGTGACCTTCACCACCGACACCTCCACCTCCACCGCCTACATG
GAACTGCGGTCCCTGCGGAGCGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGACTACGAC
TACGACGTGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCICTGCCTCC
ACCAAGGGCCCATCCGTGTTCCCTICTGGCCCCTTGCTCCCGGTCCACCTCTGAGTCTACC
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GCCGCTCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTGTCCTGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCTCTGGCGTGCACACCTTCCCTGCCGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTG
TACTCCCTGTCTAGCGTGGTGACCGTGCCTTCCTCCAACTTCGGCACCCAGACCTACACC
TGTAACGTGGACCACAAGCCTTCCAACACCAAGGTGGACAAGACCGTGGAGCGGAAGTGC
TGCGTGGAGTGCCCTCCTITGTCCTGCTCCTCCTGTGGCTGGCCCTTCTGTGTTCCTGTTC
CCTCCAAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTIGGTG
GTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCTCGGGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTG
TCTGTGCTGACCGTGGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCT
CGCGAGCCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCCAGCCGGGAAGAAATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCTGGTGGAGGGCTTCTACCCTTCCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGTCT
AACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCTATGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTGTACTCCGAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTIGTTC
TCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTG
TCTCCTGGCAAGTAG

Secuencia de nucledtidos de cadena pesada 21R79 (13B Version 1) (SEQ ID NO:30)

ATGAAGCACCTIGTGGTTICTTITCTGCTIGCTGGTGGCCGCTCCCAGATGGGTGCTGTCCCAG
GTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATCTCC
TGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCCTACTACATCCACTGGGTGAAACAGGCACCA
GGCCAGGGACTGGAATGGATCGGCTATATCGCCAACTACAACCGGGCCACCAACTACAAC
CAGAAATTCAAGGGCCGCGTGACCTTCACCACCGACACCTCCACCTCCACAGCCTACATG
GAACTGCGGTCCCTGCGGAGCGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGACTACGAC
TACGACGTGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCCTCCGCCTCC
ACCAAGGGCCCCTCCGIGTTCCCTCTIGGCCCCTTGCTCCCGGTCCACCTCTGAGTCTACC
GCCGCTCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTGTCCTGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCTCTGGCGTGCACACCTTCCCTGCCGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTG
TACTCCCTGTCTAGCGTGGTGACCGTGCCTTCCTCCAACTTCGGCACCCAGACCTACACC
TGTAACGTGGACCACAAGCCTTCCAACACCAAGGTGGACAAGACCGTGGAGCGGAAGTGC
TGCGTGGAGTGCCCTCCTTGTCCTGCTCCTICCTGTGGCTGGCCCTTCTGTGTTCCTIGTTC
CCTCCAAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCTGAAGTGACCTIGCGTGGTG
GTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCTCGGGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTG
TCTGTGCTGACCGTGGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCT
CGCGAGCCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCCAGCCGGGAAGAAATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCTIGGTGGAGGGCTTCTACCCTTCCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGTCT
AACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTICCTATGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTGTACTCCGAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTIC

TCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGRAAGTCCCTGTCCCTG
TCTCCTGGCAAGTAG

Secuencia de nucleétidos de cadena pesada 21R79 (13B Version 2) (SEQ ID NO:31)

ATGAAGCACCTATGGTTCTITTCTATTATTAGTGGCCGCTCCCCGTTGGGTGTTATCGCAG
GTTCAGCTAGTTICAGTCTIGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATAAGT
TGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCACCA
GGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCGCTAATTATAATAGAGCTACAAACTATAAC
CAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTTCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATACATG
GAATTACGGTCCCTACGGTCTGACGACACTGCCGTTTACTATTIGCGCTAGAGATTATGAT
TATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTCTTCTGCATCC
ACTAAGGGACCATCCGTGTITCCCTTTGGCCCCTTGCTCTCGTTCGACCTCTGAATCGACT
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GCCGCTICTGGGATGCCTCGTGAAAGATTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTTTCCTGGAAC
TCGGGCGCCCTAACCTCTGGCGTGCACACATTCCCTGCCGTGCTACAGTICTTICTGGCCTA
TACTCTITTATCTITCGGTTIGTTACCGTACCTICTICTAACTTCGGAACCCAAACTTACACC
TGTAACGTAGACCACAAGCCTTCGAACACCAAGGTGGACAAGACTGTTGAGCGAAAGTGC
TGCGTTGAGTGCCCTCCATGTCCTGCACCTICCTGTGGCTGGCCCTTICTGTGTTCCTGTTC
CCTCCAAAACCTAAGGACACTCTAATGATCTCTCGGACTCCTGAGGTGACTTGCGTGGTT
GTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGAGTCGAG
GTGCACAATGCAAAGACCAAGCCTICGGGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTICCGGGTGGTT
TCTGTGTTGACCGTTIGTGCACCAAGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCT
CGCGAGCCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCCAGCCGGGAAGAAATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGICTGGTGGAGGGCTTCTACCCTTCCGACATCGCCGTTGAGTGGGAGTCT
AACGGACAGCCGGAGAACAACTACAAGACTACGCCTCCAATGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTGTACTCCGAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTC
TCATGCTCCGTAATGCACGAAGCCTTGCACAATCACTACACTCAAAAGTCCCTATCCTTA
TCTCCTGGCAAGTAG

Secuencia de nucleétidos de cadena pesada 219R45 (13A Version 1) (SEQ ID NO:32)

ATGAAGCATCTGIGGTTTTITCCTGTITGCTCGTGGCGGCACCCAGATGGGTGTTGTCCCAA
GTGCAGCTGGTCCAGAGCGGGGCTGAGGTGAAGAAACCCGGAGCAAGCGTAAAAGTATCG
TGTAAGGCCTCGGGGTACACGTTTACAAACTACTGGATGCATTGGGTGCGGCAGGCTCCG
GGACAGGGGTTGGAATGGATGGGTGACATTAACCCCTCAAATGGCAGAACATCATATAAG
GAAAAGTTCAAACGCCGCGTCACACTCTCCGTGGACAAGTCAAGCTCGACTGCGTACATG
GAACTTTCGTCGCTGAGGTCGGAGGACACGGCAGTGTACTTTTGCACCATCCATTATGAT
GACAAGTATTACCCICTGATGGATTATTGGGGTCAGGGTACGTTIGGTCACCGTCTCCAGC
GCGTCGACGAAAGGTCCCTCGGTATTTCCCCTCGCCCCCTGCTCGAGGTCGACATCCGAA
TCAACAGCTGCCCTCGGCTGCCTGGTCAAAGACTACTTCCCAGAGCCGGTAACGGTGTCG
TGGAACTCGGGAGCGCTTACGTCCGGAGTCCACACATTTCCGGCGGTACTGCAATCCTCG
GGACTGTATTCGTTGTCGTCAGTGGTGACTGTCCCGTCCTCCAATTTCGGGACTCAGACC
TATACGTGCAACGTCGACCACAAACCCTCAAACACCAAGGTGGATAAGACAGTGGAGCGC
AAGTGCTGCGTGGAGTGTCCCCCGTIGTCCGGCACCCCCTGTCGCCGGACCCTCAGTCTTT
TTGTTTCCGCCGAAGCCCAAAGATACACTCATGATCTCAAGAACGCCCGAGGTAACATGC
GTGGTGGTCGATGTAAGCCACGAGGATCCAGAAGTACAATTCAATTGGTATGTAGACGGG
GTCGAGGTCCATAACGCAAAGACGAAACCGAGGGAAGAGCAGTTCAATTCGACTTTCCGG
GTGGTGTCGGTGCTTACAGTCGTACATCAGGACTGGTTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGT
AAAGTATCGAATAAGGGCCTTCCAGCGCCGATTGAAAAGACCATCTCCAAGACCAAAGGA
CAGCCACGAGAGCCGCAAGTCTATACGCTICCTCCCAGCCGAGAAAAGATGACTAAAAAC
CAGGTATCGCTTACGTGICTCGTCAAGGGTTTCTACCCTTICGGACATCGCGGTGGAATGG
GAGAGCAATGGACAACCGGAAAACAACTACAAGACGACACCGCCTATGTTGAAAAGCGAT
GGATCGTTTITTCCTCTATTCGAAACTCACGGTCGATAAGTCACGGTGGCAGCAGGGGAAT
GTGTTCTCCTGTITCAGTGATGCACGAGGCGCTCCACAATCACTATACCCAGAAAAGCCTG
TCACTTTCCCCGGGAAAATGA
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Secuencia de nucleétidos de cadena pesada 219R45 (13A Version 2) (SEQ ID NO:33)

ATGAAGCACCTCTGGTTCTTCCTGCTCCTCGTGGCTGCTCCTCGGTGGGTCCTCTCCCAA
GTGCAGCTGGTCCAGAGCGGGGCTGAGGTGAAGAAACCCGGAGCTTCCGTCAAAGTCTCC
TGTAAGGCTTCCGGATACACCTITTACCAACTATTGGATGCACTGGGTGCGGCAGGCTCCT
GGACAAGGGCTGGAATGGATGGGAGACATCAATCCTTCCAATGGCAGAACCTCCTACAAG
GAAAAATTCAAACGGCGGGTCACACTCTCCGTGGACAAGTCTAGCTCCACAGCTTACATG
GAACTCTCCTCCCTGCGGTCCGAAGACACAGCTGTCTACTTICTGCACCATCCACTACGAC
GACAAGTACTACCCTCTGATGGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTGTCCAGC
GCTTCCACAAAAGGACCCTCCGTCTTTCCCCTCGCCCCCTGCTCCCGGTCCACATCCGAA
TCAACAGCTGCCCTCGGCTGCCTGGTCAAAGACTACTTCCCAGAGCCTGTCACAGTGTCC
TGGAACTCCGGAGCTCTCACATCCGGAGTCCACACATTTCCTIGCTGTGCTCCAATCCTCC
GGACTGTATTCCCTCTCCTCCGTGGTGACAGTGCCTITCCTCCAATTTCGGGACACAGACC
TATACATGCAACGTGGACCACAAACCCTCCAACACCAAAGTCGATAAGACAGTGGAGCGC
AAGTGCTGCGTGGAGTGTCCCCCTITGTICCTGCTCCCCCTGTGGCTGGACCTTCCGTCTTT
CTGTTTCCTCCTAAACCTAAAGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCCGAGGTCACATGC
GTGGTCGTCGATGTGAGCCACGAGGACCCCGAAGTCCAATTTAATTGGTATGTGGACGGG
GTGGAGGTCCATAACGCTAAGACCAAACCTAGGGAAGAGCAGTTCAATTCCACTTTCCGG
GTGGTGTCCGTGCTGACCGTCGTTCATCAGGACTGGCTCAACGGGAAAGAATACAAATGC
AAAGTCTCTAATAAGGGCCTCCCTIGCTCCTATTGAAAAAACAATTTCCAAAACAAAAGGA
CAACCTCGGGAGCCTCAAGTCTACACACTGCCACCTITCCCGGGAAAAAATGACAAAAAAT
CAAGTCTCCCTCACATGTCTCGTCAAGGGATTICTACCCTTCCGACATTGCTGTGGAATGG
GAATCCAATGGACAACCTGAAAACAACTACAAGACAACACCTICCTATGCTCAAAAGCGAT
GGGTCCTTTTITCCTCTATTCCAAACTCACAGTCGATAAGTCTCGGTGGCAGCAGGGGAAT
GTGTTCTCCTIGTTCCGTGATGCACGAGGCTCTCCACAATCACTATACCCAGAAAAGCCTG
TCCCTCTCCCCTGGAAAATGA

Secuencia de nucledtidos de cadena ligera (SEQ ID NO:34)

ATGGTGCTGCAGACCCAGGTGTTCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCCTACGGC
GACATCGTGATGACCCAGTCCCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGAGAGCGGGCCACC
ATCTCTTGCAGAGCCTCCGAGTCCGTGGACAACTACGGCATCTCCTTCATGAAGTGGTTC
CAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCAAAGCTGCTGATCTACGCCGCCTCCAACCAGGGATCT
GGCGTGCCCGACCGGTTCTCTGGATCCGGCTCTGGCACCGACTTTACCCTGACCATCAGC
TCCCTGCAGGCCGAGGACGTGGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTCCAAAGAGGTGCCCTGG
ACCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAGCGGACCGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTC
ATCTTCCCACCCTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGAACCGCCTCCGTCGTGTGCCTIGCTG
AACAACTTCTACCCCCGCGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCC
GGCAACTCCCAGGAATCCGTCACCGAGCAGGACTCCAAGGACAGCACCTACTCCCTGTCC
TCCACCCTGACCCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTG
ACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGTCCTTCAACCGGGGCGAGTGTTAG

Secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada 21M18 (SEQ ID NO:35)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATC
TCCTGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCTTACTACATCCACTGGGTCAAGCAGGCC
CCTGGGCAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCTCCTCCTACAACGGCGCCACCAACTAC
AACCAGAAATTCAAGGGCCGCGTGACCTTCACCACCGACACCTCCACCTCCACCGCCTAC
ATGGAACTGCGGTICCCTGCGGAGCGACGACACCGCCGTIGTACTACTGCGCCAGAGACTAC
GACTACGACGTGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTICCICT

Secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada 21R79 (13B) (SEQ ID NO:36)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATC
TCCTGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCCTACTACATCCACTGGGTGAAACAGGCA
CCAGGCCAGGGACTGGAATGGATCGGCTATATCGCCAACTACAACCGGGCCACCAACTAC
AACCAGAAATTCAAGGGCCGCGTGACCTTCACCACCGACACCTCCACCTCCACAGCCTAC

68



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2938628 T3

Secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada 21R79 (13B Versién 2) (SEQ ID NO:37)

CAGGTTCAGCTAGTTCAGTCTGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATA
AGTTGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTICACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCA
CCAGGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCGCTAATTATAATAGAGCTACAAACTAT
AACCAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTTCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATAC
ATGGAATTACGGTICCCTACGGTCTGACGACACTGCCGTITTACTATTGCGCTAGAGATTAT
GATTATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTCTICT

Secuencia de nucledtidos de regidn variable de cadena pesada 219R45 (13A version 1) (SEQ ID NO:38)

CAAGTGCAGCTGGTCCAGAGCGGGGCTGAGGTGAAGAAACCCGGAGCAAGCGTAAAAGTA
TCGTGTAAGGCCTCGGGGTACACGTTTACAAACTACTGGATGCATTGGGTGCGGCAGGCT
CCGGGACAGGGGTTGGAATGGATGGGTGACATTAACCCCTCAAATGGCAGAACATCATAT
AAGGAAAAGTTCAAACGCCGCGTCACACTCTCCGTGGACAAGTCAAGCTCGACTGCGTAC
ATGGAACTTTCGTICGCTGAGGTCGGAGGACACGGCAGTGTACTTTTGCACCATCCATTAT
GATGACAAGTATTACCCICTGATGGATTATTGGGGTCAGGGTACGTTGGTCACCGTICTCC
AGC

Secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada 219R45 (13A Version 2) (SEQ ID NO:39)

CAAGTGCAGCTGGTCCAGAGCGGGGCTGAGGTGAAGAAACCCGGAGCTTCCGTCAAAGTC
TCCTGTAAGGCTTCCGGATACACCTTTACCAACTATTGGATGCACTGGGTGCGGCAGGCT
CCTGGACAAGGGCTGGAATGGATGGGAGACATCAATCCTTCCAATGGCAGAACCTCCTAC
AAGGAAAAATTCAAACGGCGGGTCACACTCTCCGTGGACAAGTCTAGCTCCACAGCTTAC
ATGGAACTCTCCTICCCTGCGGTCCGAAGACACAGCTGTCTACTICTGCACCATCCACTAC
GACGACAAGTACTACCCICTGATGGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTGTCC
AGC

Secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena ligera (SEQ ID NO:40)

GACATCGTGATGACCCAGTCCCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGAGAGCGGGCCACC
ATCTCTTGCAGAGCCTCCGAGTCCGTGGACAACTACGGCATCTCCTTCATGAAGTGGTTC
CAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCAAAGCTGCTGATCTACGCCGCCTCCAACCAGGGATCT
GGCGTGCCCGACCGGTTCTCTGGATCCGGCTCTGGCACCGACTTTACCCTGACCATCAGC
TCCCTGCAGGCCGAGGACGTGGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTCCAAAGAGGTGCCCTGG
ACCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG

Regién constante de cadena pesada de IgG1 humana (SEQ ID NO:41)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP SRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Region constante de cadena pesada de IgG2 humana (SEQ ID NO:42)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTEFR
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPP SREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Region constante de cadena pesada de IgG3 humana (SEQ ID NO:43)
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ASTKGPSVFPLAPCSRSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYTCNVNHKPSNTKVDKRVELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSC
DTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPAPELLGGP SVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVQFKWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTFRVVSVLTVLH
ODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNIFSCSVMHE
ALHNRFTQKSLSLSPGK

Regién constante de cadena pesada de IgG4 humana (SEQ ID NO:44)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSS
GLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEG
NVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Péptido FLAG (SEQ ID NO:45)

DYKDDDDK

Cadena pesada 21R79 parenteral con cadena no modificada de secuencia sefial subrayada (SEQ ID NO:46)

MKHLWEFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYIHWVKQAP
GOGLEWIGYIANYNRATNYNQKFKGRVTFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYD
YDVGMDYWGQGTLVIVSSASTKGP SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVIVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKC
CVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada de 219R45 parenteral con secuencia sefial subrayada (SEQ ID NO:47)

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TF TNYWMHWVRQAP
GQGLEWMGDINPSNGRTSYKEKFKRRVTLSVDKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYFCTIHYD
DKYYPLMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVER
KCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada 21R79 parenteral sin secuencia sefal predicha (SEQ ID NO:48)

QVOLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTHWVKQAPGQGLEWIGY IANYNRATNY
NOKFKGRVTFTTIDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSG
LYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKP SNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGP SVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada 21R45 sin secuencia sefial (SEQ ID NO:49)

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWMHWVRQAPGQGLEWMGDINPSNGRTSY
KEKFKRRVTLSVDKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYFCTIHYDDKYYPLMDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
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SGLYSLSSVVIVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGP SV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTE
RVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada 21R79 parenteral (SEQ ID NO:50)

CAAGTGCAGCTCGTGCAGTCAGGGGCGGAGGTCAAGAAGCCGGGAGCATCGGTCAAAATC
TCGTGTAAGGCCTCGGGGTACTCCTTTACTGCGTATTACATCCATTGGGTAAAGCAGGCG
CCAGGGCAGGGATTGGAGTGGATTIGGGTATATCGCCAATTACAATCGCGCGACGAACTAT
AACCAGAAATTCAAGGGAAGGGTGACCTTCACAACGGATACATCGACATCGACGGCCTAC
ATGGAACTTCGCAGCCTGCGATCAGATGACACGGCGGTATACTATTGCGCAAGAGATTAC
GACTATGATGTGGGAATGGACTATTGGGGTCAAGGTACTCTGGTCACAGTCTCCTICC

Secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada 219R45 parenteral (SEQ ID NO:51)

CAGGTACAGCTCGTGCAATCGGGGGCAGAGGTCAAAAAGCCCGGTGCGTCGGTAAAGGTC
AGCTGCAAAGCGTICAGGTTATACATTCACGAATTACTGGATGCATTGGGTCAGACAGGCC
CCTGGACAAGGGCTTGAATGGATGGGAGATATCAATCCGTCGAACGGACGGACTAGCTAT
AAGGAGAAGTTTAAGAGGCGCGTAACACTGTCGGTGGACAAATCGTCCTCAACGGCCTAC
ATGGAGTTGTCATCCCTGCGGTCGGAAGATACGGCGGTICTACTTICTGTACTATCCACTAT
GACGATAAGTACTACCCGCTTATGGACTACTGGGGTCAGGGAACATTGGTAACCGTGAGC
AGC

Secuencia de nucledtidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R79 parenteral(SEQ ID NO:52)

ATGAAACACTTGIGGTTTTITCCTCTITGCTCGTGGCAGCTCCTCGGTGGGTACTTITCACAA
GTGCAGCTCGTGCAGTCAGGGGCGGAGGTCAAGAAGCCGGGAGCATCGGTCAAAATCTCG
TGTAAGGCCTCGGGGTACTCCTTTACTGCGTATTACATCCATTGGGTAAAGCAGGCGCCA
GGGCAGGGATTGGAGTGGATTGGGTATATCGCCAATTACAATCGCGCGACGAACTATAAC
CAGAAATTCAAGGGAAGGGTGACCTTCACAACGGATACATCGACATCGACGGCCTACATG
GAACTTCGCAGCCTGCGATCAGATGACACGGCGGTATACTATTGCGCAAGAGATTACGAC
TATGATGTGGGAATGGACTATTGGGGTCAAGGTACTCTGGTCACAGTCTCCTCCGCCAGC
ACCAAGGGCCCTAGCGTCTTCCCTCTGGCTCCCTGCAGCAGGAGCACCAGCGAGAGCACA
GCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAAC
TCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTC
TACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACC
TGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGT
TGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTICTTCCICTTC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTG
GTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTITCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTICCGTGTIGGTC
AGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTC
TCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCC
CGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTC
AGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTIC
TCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTICCCTG
TCTCCGGGTAAA

Secuencia de nucledtidos de cadena pesada con secuencia sefial 219R45 parenteral (SEQ ID NO:53)

ATGAAACACCTCIGGTTCTITITTITGCTICCTIGGTGGCAGCTCCCCGATGGGTGCTTAGCCAG
GTACAGCTCGTGCAATCGGGGGCAGAGGTCAAAAAGCCCGGTGCGTCGGTAAAGGTCAGC
TGCAAAGCGTCAGGTTATACATTCACGAATTACTGGATGCATTGGGTCAGACAGGCCCCT
GGACAAGGGCTTGAATGGATGGGAGATATCAATCCGTCGAACGGACGGACTAGCTATAAG

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2938628 T3

GAGAAGTTTAAGAGGCGCGTAACACTGTCGGTGGACAAATCGTCCTCAACGGCCTACATG
GAGTTGTCATCCCTGCGGTCGGAAGATACGGCGGTCTACTTCTGTACTATCCACTATGAC
GATAAGTACTACCCGCTTATGGACTACTGGGGTCAGGGAACATTGGTAACCGTGAGCAGC
GCGTCCACAAAGGGCCCTAGCGTCTTCCCTCTGGCTCCCTGCAGCAGGAGCACCAGCGAG
AGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTICA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACC
TACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGC
AAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTICTTIC
CTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGC
GTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGC
GTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGT
GTGGTCAGCGTCCTCACCGTTIGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGG
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG
GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTICCCATGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACLC
GTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTAAA

Secuencia de nucleédtidos de region variable de cadena ligera 21R79 y 219R45 parenteral (SEQ ID NO:54)

GACATCGTGATGACCCAGTCCCCTGACTCCCTGGCTGTGTCCCTGGGCGAGAGGGCCACC
ATCTCCTGCAGAGCCAGCGAATCCGTCGATAATTATGGCATTTCCTTITATGAAGTGGTTC
CAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTITACGCTGCATCCAACCAAGGGTCC
GGGGTCCCTGACAGGTTCTCCGGCAGCGGGTCCGGAACAGATTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCTGTICTATTACTGTCAGCAAAGCAAGGAGGTGCCTTGG
ACATTCGGAGGAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

Secuencia de nucleétidos de cadena ligera 21R79 y 219R45 parenteral (SEQ ID NO:55)

ATGGTGCTCCAGACCCAGGTICTTCATTTCCCTIGCTGCTICTGGATCAGCGGAGCCTACGGG
GACATCGTGATGACCCAGTCCCCTGACTCCCTGGCTGTGTCCCTGGGCGAGAGGGCCACC
ATCTCCTGCAGAGCCAGCGAATCCGTCGATAATTATGGCATTTCCTTTATGAAGTGGTTC
CAGCAGAAACCAGGACAGCCTICCTAAGCTGCTCATTITACGCTGCATCCAACCAAGGGTCC
GGGGTCCCTGACAGGTTCTCCGGCAGCGGGTCCGGAACAGATTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCTGTICTATTACTGTCAGCAAAGCAAGGAGGTGCCTTGG
ACATTCGGAGGAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCCCCCTCCGICTTC
ATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAAAGCGGCACTGCCAGCGTGGTGTGCCTGLCTG
AATAACTTCTATCCCCGGGAGGCCAAAGTGCAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAAAGC
GGCAACTCCCAGGAGAGCGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCCGACTACGAGAAACACAAAGTICTACGCCTGCGAAGTC
ACCCATCAGGGCCTGAGCAGCCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGTTGA

Cadena pesada sin secuencia sefial predicha 21R75 (SEQ IDNO:56)

QVOLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTHWVKQAPGQGLEWIGYIAGYKDATNY
NOKFKGRVTFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTIVSSA
STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKP SNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTEFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSELTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Cadena pesada con secuencia sefial predicha 21R75 (subrayada) (SEQ ID NO:57)

MKHLWEFFLLLVAAPRWVLSQOVOLVOSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTIHWVKQAP
GOGLEWIGYIAGYKDATNYNQKFKGRVTFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYD
YDVGMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKC
CVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSELTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Regién variable de cadena pesada 21R75 (SEQ ID NO:58)

QVOLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTHWVKQAPGQGLEWIGYIAGYKDATNY
NOKFKGRVTFTTIDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSS

CDR2 de cadena pesada 21R75 (SEQ ID NO:59)

YIAGYKDATNYNQKFKG

Secuencia de nucledtidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R75 (13B Versién 1) (SEQ ID NO:60)

ATGAAGCACCTGIGGTTCTITTCTGCTGCTGGTGGCCGCTCCCAGATGGGTGCTGTCCCAG
GTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATCTCC
TGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCCTACTACATCCACTGGGTCAAGCAGGCCCCT
GGACAGGGCCTGGAATGGATCGGCTATATCGCCGGCTACAAGGACGCCACCAACTACAAC
CAGAAATTCAAGGGCAGAGTGACCTTCACCACCGACACCTCCACCTCTACCGCCTACATG
GAACTGCGGTCCCTGCGGAGCGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGACTACGAC
TACGACGTGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTCGTGACCGTGTCCTCTGCTTCC
ACCAAGGGCCCCTCCGTGTTTCCTCTGGCCCCTTGCTCCAGATCCACCTCCGAGTCTACC
GCCGCTCTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCTIGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTG
TACTCCCTGTCCTCCGTCGTGACTGTGCCCTCCTCCAACTTCGGCACCCAGACCTACACC
TGTAACGTGGACCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGACAAGACCGTGGAACGGAAGTGC
TGCGTGGAATGCCCCCCTTGTCCTGCCCCTCCTGTGGCTGGCCCTAGCGTGTTCCTGTTC
CCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTG
GTGGATGTGTCCCACGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAA
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTG
TCCGTGCTGACCGTGGTGCATCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCCATCGAAAAGACCATCTCTAAGACCAAGGGACAGCCC
CGCGAGCCCCAGGTGTACACACTGCCTCCATCCCGGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGICTGGTGGAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGTCC
AACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCA
TTCTTCCTGTACAGCGAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTC
TCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTG
AGCCCCGGCAAG

Secuencia de nucleétidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R75 (13B Version 1T) (SEQ ID NO:77)

ATGAAGCACCTGIGGTTCTITTCTGCTGCTGGTGGCCGCTCCCAGATGGGTGCTGTCTCAG
GTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATCTCC
TGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCCTACTACATCCACTGGGTCAAGCAGGCCCCT
GGACAGGGCCTGGAATGGATCGGCTATATCGCCGGCTACAAGGACGCCACCAACTACAAC
CAGAAATTCAAGGGCAGAGTGACCTTCACCACCGACACCTCCACCTCTACCGCCTACATG
GAACTGCGGTCCCTGCGGAGCGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGACTACGAC
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TACGACGTGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTCGTGACCGTGTCCTCTGCTTCC
ACCAAGGGCCCCTCCGTGTTTICCTCTIGGCCCCTTGCTCCAGATCCACCTCCGAGTCTACC
GCCGCTCTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCTTGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTIGCAGTCCTCCGGCCTG
TACTCCCTGTCCTICCGTCGTGACTGTGCCCTCCTCCAACTTCGGCACCCAGACCTACACC

TGTAACGTGGACCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGACAAGACCGTGGAACGGAAGTGC
TGCGTGGAATGCCCCCCTTGTCCTGCCCCTCCTGTGGCTGGCCCTAGCGTIGTTCCTGTTIC
CCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTG
GTGGATGTGTCCCACGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAA
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTICCGGGTGGTG
TCCGTGCTGACCGTIGGTGCATCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCCATCGAAAAGACCATCTCTAAGACCAAGGGACAGCCC
CGCGAGCCCCAGGTIGTACACACTGCCTCCATCCCGGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCTIGGTGGAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGTCC
AACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCA
TTCTTCCTGTACAGCGAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTIC
TCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTG
AGCCCCGGCAAG

Secuencia de nucleétidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R75 (13B Version S1-2) (SEQ ID NO:61)

ATGAAGCACCTGIGGTTCTITTCTGCTGCTGGTGGCCGCTCCCAGATGGGTGCTGTCCCAG
GTTCAGCTAGTTICAGTCTIGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATAAGT
TGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCACCA
GGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCGCTGGATATAAAGATGCTACAAACTATAAC
CAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTTCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATACATG
GAATTACGGTCCCTACGGTCTGACGACACTGCCGTTTACTATTGCGCTAGAGATTATGAT
TATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTCTTCTGCATCC
ACTAAGGGACCATCCGTGTTCCCTTTGGCCCCTTGCTCTCGTTCGACCTCTGAATCGACT
GCCGCTCTGGGATGCCTCGTGAAAGATTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTTTCCTGGAAC
TCGGGCGCCCTAACCTCTGGCGTGCACACATTCCCTGCCGTGCTACAGTCTTICTGGCCTA
TACTCTTTATCTTCGGTTGTTACCGTACCTTCTTCTAACTTCGGAACCCAAACTTACACC
TGTAACGTAGACCACAAGCCTTCGAACACCAAGGTGGACAAGACTGTTGAGCGAAAGTGC
TGCGTTGAGTGCCCTCCATGTCCTGCACCTCCTIGTGGCTGGCCCTTICTGTGTTCCTGTTC
CCTCCAAAACCTAAGGACACTCTAATGATCTCTCGGACTCCTGAGGTGACTTGCGTGGTT
GTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGAGTCGAG
GTGCACAATGCAAAGACCAAGCCTCGGGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTT
TCTGTGTTGACCGTTGTGCACCAAGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCT
CGCGAGCCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCCAGCCGGGAAGAAATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGICTGGTGGAGGGCTTCTACCCTTCCGACATCGCCGTTGAGTGGGAGTICT
AACGGACAGCCGGAGAACAACTACAAGACTACGCCTCCAATGCTIGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTGTACTCCGAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTC
TCATGCTCCGTAATGCACGAAGCCTTGCACAATCACTACACTCAAAAGTCCCTATCCTTA
TCTCCTGGCAAG

Cadena pesada sin secuencia sefial predicha 21R83 (SEQ ID NO:62)

QVOLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTHWVKQAPGQGLEWIGY ISNYNRATNY
NOKFKGRVTFTTIDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSG
LYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGP SVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTEFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSELTVDKSRWQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Cadena pesada con secuencia sefial predicha 21R83 (subrayada) (SEQ ID NO:63)

Region

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYIHWVKQAP
GOGLEWIGYISNYNRATNYNQKFKGRVIFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYD
YDVGMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN

SGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKC
CVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSELTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

variable de cadena pesada 21R83 (SEQ ID NO:64)

QVOLVQSGAEVKKPGASVKISCKASGYSFTAYYTHWVKQAPGOGLEWIGYISNYNRATNY
NOKFKGRVTFTTIDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYDYDVGMDYWGQGTLVTVSS

CDR2 de cadena pesada 21R83 (SEQ ID NO:65)

Secuencia de nucledtidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R83 subrayada (13B Version 1) (SEQ ID

NO:66)

Secuencia de nucleétidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R83 subrayada (13B Versiéon 1T) (SEQ ID

NO:78)

YTISNYNRATNYNQKEFKG

ATGAAGCACCTGTGGTTCTTTCTGCTGCTGGTGGCCGCTCCCAGATGGGTGCTGTCCCAG
GTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATCTCC
TGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCCTACTACATCCACTGGGTCAAGCAGGCCCCT
GGACAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCTCCAACTACAACCGGGCCACCAATTACAAC
CAGAAATTCAAGGGCCGCGTGACCTTCACCACCGACACCTCTACCTCTACCGCCTACATG
GAACTGCGGTCCCTGCGGAGCGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGACTACGACL
TACGACGTGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTCGTGACCGTGTCTAGCGCTTICC
ACCAAGGGCCCCTCCGTGTTTCCTICTGGCCCCTTGCTCCAGATCCACCTCCGAGTICTACC
GCCGCTICTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCCTGGAAC
TCTGGCGCTCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTIGCAGTCCTCCGGCCTG
TACTCCCTGTCCTCCGTCGTGACTGTGCCCTCCTCCAACTTCGGCACCCAGACCTACACC
TGTAACGTGGACCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGACAAGACCGTGGAACGGAAGTGC
TGCGTGGAATGCCCCCCTTGTCCTGCCCCTCCTGTGGCTGGCCCTAGCGTGTTCCTGTTC
CCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTG
GTGGATGTGTCCCACGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAA
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTG
TCCGTGCTGACCGTGGTGCATCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCCATCGAAAAGACCATCTCTAAGACCAAGGGACAGCCC
CGCGAGCCCCAGGTGTACACACTGCCTCCATCCCGGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTICTGGTGGAAGGCTTCTACCCCTICCGATATCGCCGTGGAATGGGAGTCC
AACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCCATGCTGGACTCCGACGGLCTCA
TTCTTCCTGTACAGCGAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTIC
TCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTIG
AGCCCCGGCAAG

ATGAAGCACCTGIGGTITCTTICTGCTGCTGGTGGCCGCTCCCAGATGGGTGCTGTCTICAG
GTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATCTCC
TGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCCTACTACATCCACTGGGTCAAGCAGGCCCCT
GGACAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCTCCAACTACAACCGGGCCACCAATTACAAC
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Secuencia de nucledtidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R75 subrayada (13B Version S1-2) (SEQ ID

NO:67)

ES2938628 T3

CAGAAATTCAAGGGCCGCGTGACCTTCACCACCGACACCTCTACCTCTACCGCCTACATG
GAACTGCGGTCCCTGCGGAGCGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGACTACGAC
TACGACGTGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTCGTGACCGTGTCTAGCGCTTCC
ACCAAGGGCCCCTCCGTIGTTTCCTCTGGCCCCTTGCTCCAGATCCACCTCCGAGTCTACC
GCCGCTCTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCCTGGAAC
TCTGGCGCTCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTG
TACTCCCTGTCCTCCGTCGTGACTGTGCCCTCCTCCAACTTCGGCACCCAGACCTACACC
TGTAACGTGGACCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGACAAGACCGTGGAACGGAAGTGC

TGCGTGGAATGCCCCCCTTIGTCCTGCCCCTCCTGTGGCTGGCCCTAGCGTGTTCCTGTTC
CCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTG
GTGGATGTGTCCCACGAGGACCCCGAGGTIGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAA
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTG
TCCGTGCTGACCGTGGTGCATCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCCATCGAAAAGACCATCTCTAAGACCAAGGGACAGCCC
CGCGAGCCCCAGGTGTACACACTGCCTCCATCCCGGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCTGGTGGAAGGCTTICTACCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGTCC
AACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCA
TTCTTCCTGTACAGCGAGCTGACAGTIGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTC
TCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTG
AGCCCCGGCAAG

ATGAAGCACCTGTGGTICTTTCTGCTGCTGGTGGCCGCTCCCAGATGGGTGCTGTCCCAG
GTTCAGCTAGTITCAGTCTGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATAAGT
TGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCACCA
GGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCGCTGGATATAAAGATGCTACAAACTATAAC
CAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTTCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATACATG
GAATTACGGTCCCTACGGTCTGACGACACTGCCGTTTACTATTGCGCTAGAGATTATGAT
TATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGICTTCTGCATCC
ACTAAGGGACCATCCGIGTTCCCTITTGGCCCCTTGCTCTCGTTICGACCTCTGAATCGACT
GCCGCTICTGGGATGCCTCGTGAAAGATTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTTTCCTGGAAC
TCGGGCGCCCTAACCTCTGGCGTGCACACATTCCCTIGCCGTGCTACAGTCTTCTGGCCTA
TACTCTITTATCTTCGGTTGTITACCGTACCTTCTITICTAACTTCGGAACCCAAACTTACACC
TGTAACGTAGACCACAAGCCTTCGAACACCAAGGTGGACAAGACTGTTGAGCGAAAGTGC
TGCGTTGAGTGCCCTCCATGTCCTGCACCTCCTGTGGCTGGCCCTICTGTGTTCCTIGTTIC
CCTCCAAAACCTAAGGACACTCTAATGATCTCTCGGACTCCTGAGGTGACTTGCGTIGGTT
GTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGAGTCGAG
GTGCACAATGCAAAGACCAAGCCTCGGGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTT
TCTGTGTTGACCGTTGTGCACCAAGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCT
CGCGAGCCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCCAGCCGGGAAGAAATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCTGGTGGAGGGCTTCTACCCTTCCGACATCGCCGTTGAGTGGGAGTCT
AACGGACAGCCGGAGAACAACTACAAGACTACGCCTCCAATGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTGTACTCCGAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTC
TCATGCTCCGTAATGCACGAAGCCTTGCACAATCACTACACTCAAAAGTCCCTATCCTTA
TCTCCTGGCAAG

Secuencia de nucledtidos de regidn variable de cadena pesada 21R75 (13B Version 1) (SEQ ID NO:68)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATC
TCCTGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCGCCTACTACATCCACTGGGTCAAGCAGGCC
CCTGGACAGGGCCTGGAATGGATCGGCTATATCGCCGGCTACAAGGACGCCACCAACTAC
AACCAGAAATTCAAGGGCAGAGTGACCTTCACCACCGACACCTCCACCTICTACCGCCTAC
ATGGAACTGCGGTCCCTIGCGGAGCGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGACTAC
GACTACGACGTIGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTCGTGACCGTIGTCCTICT
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Secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada 21R75 (13B Version 2) (SEQ ID NO:69)

CAGGTTCAGCTAGTTCAGTCTGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATA
AGTTGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCA
CCAGGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCGCTGGATATAAAGATGCTACAAACTAT
AACCAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTITCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATAC
ATGGAATTACGGTICCCTACGGTICTGACGACACTGCCGTTTACTATTGCGCTAGAGATTAT

Secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada 21R83 (13B Version 1) (SEQ ID NO:70)

CAGGTGCAGCTGGTIGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATC
TCCTGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTICACCGCCTACTACATCCACTGGGTCAAGCAGGCC
CCTGGACAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCTCCAACTACAACCGGGCCACCAATTAC
AACCAGAAATTCAAGGGCCGCGTGACCTTCACCACCGACACCTCTACCTICTACCGCCTAC
ATGGAACTGCGGTCCCTGCGGAGCGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGACTAC
GACTACGACGTGGGCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTCGTGACCGTGTCTAGC

Secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada 21R75 (13B Version 2) (SEQ ID NO:71)

CAGGTTCAGCTAGTTICAGTCTGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATA
AGTTGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCA
CCAGGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCGCTGGATATAAAGATGCTACAAACTAT
AACCAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTITCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATAC
ATGGAATTACGGTICCCTACGGTICTGACGACACTGCCGTTTACTATTGCGCTAGAGATTAT
GATTATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTCTTICT

Secuencia de nucledtidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R83 subrayada (13B Version 2) (SEQ ID
NO:72)

ATGAAGCACCTATGGTITCTTICTATTATTAGTGGCCGCTCCCCGTTIGGGTGTTATCGCAG
GTTCAGCTAGTTCAGTCTGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATAAGT
TGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCACCA
GGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCTCCAATTATAATAGAGCTACAAACTATAAC
CAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTTCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATACATG
GAATTACGGTCCCTACGGTCTGACGACACTGCCGTITTACTATTGCGCTAGAGATTATGAT
TATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTCTTCTGCATCC
ACTAAGGGACCATCCGTGTTCCCTTTGGCCCCTTIGCTCTCGTTCGACCTCTGAATCGACT
GCCGCTICTGGGATGCCTCGTGAAAGATTACTTICCCTGAGCCTGTGACCGTTTCCTGGAAC
TCGGGCGCCCTAACCTCTGGCGTGCACACATTICCCTGCCGTGCTACAGTCTTCTGGCCTA
TACTCTTTATCTTCGGTTGTITACCGTACCTTICTTCTAACTTCGGAACCCAAACTTACACC
TGTAACGTAGACCACAAGCCTTCGAACACCAAGGTGGACAAGACTGTTGAGCGAAAGTGC
TGCGTTGAGTGCCCTCCATGTCCTGCACCTCCTGTGGCTGGCCCTTCTGTGTTCCTGTTC
CCTCCAAAACCTAAGGACACTCTAATGATCTCTCGGACTCCTGAGGTGACTTGCGTGGTT
GTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGAGTCGAG
GTGCACAATGCAAAGACCAAGCCTCGGGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTT
TCTIGTGTTGACCGTITGTGCACCAAGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCT
CGCGAGCCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCCAGCCGGGAAGAAATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCTIGGTGGAGGGCTTICTACCCTTCCGACATCGCCGTTGAGTGGGAGTCT
AACGGACAGCCGGAGAACAACTACAAGACTACGCCTCCAATGCTIGGACTCCGALCGGLCTCC
TTCTTCCTGTACTCCGAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTIC
TCATGCTCCGTAATGCACGAAGCCTTIGCACAATCACTACACTCAAAAGTCCCTATCCTTA
TCTCCTGGCAAGTAG

Secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada 21R83 (13B Version 2) (SEQ ID NO:73)

77



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Secuencia de nucledtidos de cadena pesada con secuencia sefial 21R75 subrayada (13B Versién 2) (SEQ ID

NO:74)

ES2938628 T3

CAGGTTICAGCTAGTTCAGTCTGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATA
AGTTGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCA
CCAGGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCTCCAATTATAATAGAGCTACAAACTAT
AACCAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTITCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATAC
ATGGAATTACGGTCCCTACGGTICTGACGACACTGCCGTTTACTATTGCGCTAGAGATTAT
GATTATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTCTTICT

ATGAAGCACCTATGGTTCTTITCTATTATTAGTGGCCGCTCCCCGTTGGGTGTTATCGCAG
GTTCAGCTAGTTCAGTCTGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATAAGT
TGCAAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCACCA
GGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCGCTGGATATAAAGATGCTACAAACTATAAC
CAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTTCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATACATG
GAATTACGGTCCCTACGGTCTGACGACACTGCCGTTTACTATTGCGCTAGAGATTATGAT
TATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTCTTCTGCATCC
ACTAAGGGACCATCCGTGTTCCCTTTGGCCCCTTGCTCTCGTTICGACCTCTGAATCGACT
GCCGCTCTGGGATGCCTCGTGAAAGATTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTTTCCTGGAAC
TCGGGCGCCCTAACCTCTGGCGTGCACACATTCCCTGCCGTGCTACAGTCTTCTGGCCTA
TACTCTTTATCTTCGGTTGTTACCGTACCTTCTTCTAACTTCGGAACCCAAACTTACACC
TGTAACGTAGACCACAAGCCTTCGAACACCAAGGTGGACAAGACTGTTGAGCGAAAGTGC
TGCGTTGAGTGCCCTCCATGTCCTGCACCTCCTGTGGCTGGCCCTTCTGTGTTCCTGTTC
CCTCCAAAACCTAAGGACACTCTAATGATCTCTCGGACTCCTGAGGTGACTTGCGTGGTT
GTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGAGTCGAG
GTGCACAATGCAAAGACCAAGCCTCGGGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTT
TCTGTGTTGACCGTTGTGCACCAAGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCT
CGCGAGCCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCCAGCCGGGAAGAAATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGICTGGTGGAGGGCTTCTACCCTTCCGACATCGCCGTTGAGTGGGAGTCT
AACGGACAGCCGGAGAACAACTACAAGACTACGCCTCCAATGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTGTACTCCGAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTIC
TCATGCTCCGTAATGCACGAAGCCTTGCACAATCACTACACTCAAAAGTCCCTATCCTTA
TCTCCTGGCAAGTAG

Secuencia de nucleédtidos de cadena pesada 21M18 (versién 2) (SEQ ID NO:75)

ATGAAGCACCTATGGTTCTITCTATTATTAGTGGCCGCTCCCCGTTGGGTGTTATCGCAG
GTTCAGCTAGTTICAGTCTIGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATAAGT
TGCAAGGCATCCGGTTACTCGTITCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCACCA
GGACAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCTCCTICTTATAATGGAGCTACAAACTATAAC
CAAAAATTCAAAGGACGCGTGACTTTCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATACATG
GAATTACGGTCCCTACGGTCTGACGACACTGCCGTTTACTATTIGCGCTAGAGATTATGAT
TATGATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTCTTCTGCATCC
ACTAAGGGACCATCCGTGTTICCCTTTIGGCCCCTTGCTCTCGTTCGACCTCTGAATCGACT
GCCGCTICTGGGATGCCTCGTGAAAGATTACTTCCCTGAGCCTGTGACCGTTTCCTGGAAC
TCGGGCGCCCTAACCTCTGGCGTGCACACATTCCCTGCCGTGCTACAGTICTTICTGGCCTA
TACTCTITTATCTITCGGTTIGTITACCGTACCTTICTTICTAACTTCGGAACCCAAACTTACACC
TGTAACGTAGACCACAAGCCTTCGAACACCAAGGTGGACAAGACTGTTGAGCGAAAGTGC
TGCGTTGAGTGCCCTCCATGTCCTGCACCTCCTGTGGCTGGCCCTTICTGTGTTCCTGTTC
CCTCCAAAACCTAAGGACACTCTAATGATCTCTCGGACTCCTGAGGTGACTTGCGTGGTT
GTGGACGTGTCCCACGAGGACCCTGAGGTGCAGTITCAATTGGTACGTGGACGGAGTCGAG
GTGCACAATGCAAAGACCAAGCCTCGGGAGGAACAGTTCAACTCCACCTTICCGGGTGGTT
TCTIGTGTTGACCGTTIGTGCACCAAGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTG
TCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCT
CGCGAGCCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCCAGCCGGGAAGAAATGACCAAGAACCAGGTG

78



10

15

20

ES2938628 T3

TCCCTGACCTGICTGGTGGAGGGCTTCTACCCTTICCGACATCGCCGTTGAGTGGGAGTCT
AACGGACAGCCGGAGAACAACTACAAGACTACGCCTCCAATGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTGTACTCCGAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTC
TCATGCTCCGTAATGCACGAAGCCTTGCACAATCACTACACTCAAAAGTCCCTATCCTTA
TCTCCTGGCAAGTAG

Region variable de cadena pesada 21M18 (version 2) (SEQ ID NO:76)

CAGCTAGTTCAGTCTGGAGCGGAAGTTAAGAAACCTGGAGCATCCGTGAAAATAAGTTGC
AAGGCATCCGGTTACTCGTTCACCGCATACTATATCCACTGGGTTAAACAGGCACCAGGA
CAGGGACTTGAATGGATCGGATATATCTCCTCTTATAATGGAGCTACAAACTATAACCAA
AAATTCAAAGGACGCGTGACTTTCACAACTGACACCTCAACCTCGACAGCATACATGGAA
TTACGGTCCCTACGGTCTGACGACACTGCCGTTTACTATTGCGCTAGAGATTATGATTAT
GATGTTGGAATGGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTICTICT

Secuencia consenso de cadena pesada CDR2 de cadena pesada Anti-DLL4 (SEQ ID NO:80):
YIX1X2YX3X4ATNYNQKFKG, donde Xi es serina o alanina, X2 es serina, asparagina, o glicina, X3 es asparagina
o lisina, y X4 es glicina, arginina, o acido aspartico.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo biespecifico que comprende:

a) un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a VEGF humano, y
b) un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a DLL4 humana,

en el que el primer sitio de unién a antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que
comprende NYWMH (SEQ ID NO: 17), una cadena pesada CDR2 que comprende
DINPSNGRTSYKEKFKR (SEQ ID NO: 18) y una cadena pesada CDR3 que comprende
HYDDKYYPLMDY (SEQ ID NO: 19);

en el que el segundo sitio de unién al antigeno comprende una CDR1 de cadena pesada que
comprende TAYYIH (SEQ ID NO: 13), una CDR2 de cadena pesada que comprende
YIX1X2YX3X4ATNYNQKFKG (SEQ ID NO: 80), donde X1 es serina o alanina, X2 es serina,
asparagina o glicina, X3 es asparagina o lisina, y X4 es glicina, arginina o acido aspartico y una
cadena pesada CDR3 que comprende RDYDYDVGMDY (SEQ ID NO: 16); y

en el que tanto el primer como el segundo sitio de unién al antigeno comprenden una cadena ligera
CDR1 que comprende RASESVDNYGISFMK (SEQ ID NO: 20), una cadena ligera CDR2 que
comprende AASNQGS (SEQ ID NO: 21) y una cadena ligera CDR2 que comprende AASNQGS
(SEQ ID NO: 21) cadena CDR3 que comprende QQSKEVPWTFGG (SEQ ID NO: 22); y

en el que el anticuerpo biespecifico es un anticuerpo IgG.

2. El anticuerpo biespecifico segun la reivindicacion 1, que comprende:

(a) una primera regién variable de cadena pesada que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con
SEQ ID NO:11;

(b) una segunda region variable de cadena pesada que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia
con SEQ ID NO:64; y

(c) una primera y una segunda region variable de cadena ligera que tienen al menos un 90% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO:12.

3. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a VEGF humano y DLL4 humano, que comprende una
cadena pesada de SEQ ID NO: 7, una cadena pesada de SEQ ID NO: 62 y dos cadenas ligeras de SEQ ID NO: 8.

4. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a VEGF humano y DLL4 humano, que comprende una
cadena pesada codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 33, una cadena pesada codificada por la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 72 y una cadena ligera codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ
ID NO: 34.

5. El anticuerpo biespecifico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el segundo sitio de union a
antigeno se une a un fragmento N-terminal de DLL4 humano (aminoacidos 1-191 de SEQ ID NO: 24).

6. El anticuerpo biespecifico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el segundo sitio de unién a
antigeno se une a un epitopo que comprende los aminoacidos 40-47 y/o los aminoacidos 113-120 de SEQ ID NO:25.

7. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el primer sitio de
unién a antigeno se une a VEGF humano con una Kb de aproximadamente 100 nM o menos y el segundo sitio de
unién a antigeno se une a DLL4 humana con una Kb de aproximadamente 100 nM o menos.

8. Una célula que comprende o produce el anticuerpo biespecifico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Una molécula polinucleotidica aislada que comprende un polinucleétido que codifica un anticuerpo biespecifico
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, un vector que comprende dicho polinucledtido aislado o una célula que
comprende dicho polinucledtido aislado o dicho vector.

10. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo biespecifico seguin cualquiera de las reivindicaciones
1 a 7 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. Un anticuerpo biespecifico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para usar en un método para modular la
angiogénesis en un sujeto, inhibir el crecimiento de un tumor en un sujeto, reducir la frecuencia de células madre
cancerosas en un tumor en un sujeto o tratar cancer en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo biespecifico.

12. Un anticuerpo biespecifico para su uso segun la reivindicacion 11, en el que el cancer o tumor se selecciona del

grupo que consiste en cancer o tumor colorrectal, cancer o tumor de colon, cancer o tumor de ovario, cancer o tumor
de pancreas, cancer o tumor de pulmon, cancer o tumor de higado, cancer o tumor de mama, cancer o tumor de rifién,
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cancer o tumor de prostata, cancer o tumor gastrointestinal, melanoma, cancer o tumor de cuello uterino, cancer o
tumor de vejiga, glioblastoma y cancer o tumor de cabeza y cuello.

13. Un anticuerpo biespecifico para su uso segun la reivindicaciéon 11 o la reivindicaciéon 12, que ademas comprende
administrar un segundo agente terapéutico, opcionalmente un agente quimioterapéutico o un segundo anticuerpo.

14. Una composicién farmacéutica para usar en un método para tratar el cancer y/o inhibir el crecimiento de un tumor
en un sujeto, en la que la composicion farmacéutica comprende un anticuerpo biespecifico que se une especificamente
a VEGF humano y DLL4 humana, que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 7, una cadena pesada de SEQ
ID NO: 62 y dos cadenas ligeras de SEQ ID NO: 8, y un vehiculo farmacéutico.
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Figura 6

Tumorigenidad de PN8 (Dia 55)
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Figura 10

OMP-C8
Dia 68
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