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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-DLL3 y procedimientos de utilizacion de los mismos

[0001] La presente solicitud se refiere generalmente a nuevos compuestos, composiciones y procedimientos de su
uso en el diagndstico, prevencién, tratamiento o mejora de trastornos proliferativos y cualquier expansion,
recurrencia, recaida o metastasis de los mismos. En un aspecto amplio, la presente descripcion se refiere al uso de
moduladores de ligando 3 tipo delta (DLL3), incluyendo anticuerpos anti-DLL3 y construcciones de fusion, para el
tratamiento, diagnostico o profilaxis de trastornos neoplasicos. Los ejemplos seleccionados de la presente
descripcion proporcionan el uso de dichos moduladores de DLLS, incluyendo conjugados de farmacos de
anticuerpos, para el tratamiento inmunoterapéutico de tumores malignos que comprende preferiblemente una
reduccion en la frecuencia de células iniciadoras de tumores.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La diferenciacion de células madre y progenitoras y la proliferacion celular son procesos continuos normales
que actian en concierto para apoyar el crecimiento del tejido durante la organogénesis y el reemplazo y la
reparacion celular de la mayoria de los tejidos durante la vida de todos los organismos vivos. En el curso normal de
los acontecimientos, la diferenciacién y la proliferacién celular estan controladas por numerosos factores y sefiales
que estan generalmente equilibrados para mantener las decisiones del destino celular y la arquitectura del tejido. Por
lo tanto, en gran medida, es este microambiente controlado que regula la divisién celular y la maduracion del tejido
donde las sefiales se generan adecuadamente en funcién de las necesidades del organismo. En este aspecto, la
proliferacién y la diferenciacion celular normalmente se produce sélo cuando sea necesario para la sustitucion de las
células dafadas o moribundas o para el crecimiento. Desafortunadamente, la alteracién de la proliferacion y/o
diferenciacién celular puede ser resultado de una miriada de factores que incluyen, por ejemplo, la subabundancia o
sobreabundancia de diversos productos quimicos de sefalizacion, la presencia de microambientes alterados,
mutaciones genéticas o alguna combinacién de los mismos. Cuando la proliferacion y/o diferenciacion celular normal
se perturba o de alguna manera se altera puede conducir a diversas enfermedades o trastornos, que incluyen
trastornos proliferativos, tales como cancer.

[0003] Los tratamientos convencionales para el cancer incluyen quimioterapia, radioterapia, cirugia, inmunoterapia
(por ejemplo, modificadores de la respuesta biolégica, vacunas o agentes terapéuticos dirigidos) o combinaciones de
los mismos. Desafortunadamente, ciertos tipos de cancer no son sensibles 0 son minimamente sensibles a este tipo
de tratamientos. Por ejemplo, en algunos pacientes, los tumores muestran mutaciones de genes que hacen que no
sean sensibles, a pesar de la eficacia general de las terapias seleccionadas. Por otra parte, dependiendo del tipo de
cancer y la forma que toman algunos tratamientos disponibles, como la cirugia, pueden no ser alternativas
viables. Las limitaciones inherentes en la norma actual de los productos terapéuticos de tratamiento son
particularmente evidentes cuando se intentan tratar pacientes que han sido sometidos a tratamientos anteriores y
han recaido posteriormente. En tales ejemplos, los regimenes terapéuticos fallidos y el resultante deterioro del
paciente pueden contribuir a tumores refractarios que a menudo se manifiestan como una enfermedad relativamente
agresiva que en Ultima instancia resulta ser incurable. Aunque ha habido grandes mejoras en el diagnéstico y
tratamiento del cancer en los Ultimos afos, las tasas de supervivencia global para muchos tumores sélidos se han
mantenido practicamente sin cambios, debido al fracaso de las terapias existentes para prevenir la recaida, recidiva
tumoral y la metastasis. Por lo tanto, sigue siendo un reto desarrollar terapias mas especificas y potentes para
trastornos proliferativos. El documento W0O2011/093097 se refiere a un anticuerpo anti-DLL3. Se proporciona un
agente contra el cancer que comprende el anticuerpo.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0004] En base a la descripcion en el presente documento, se proporciona la invenciéon que se define en las
reivindicaciones adjuntas.

[0005] Estos y otros objetivos se proporcionan por la presente descripcion que, en un sentido amplio, se refiere a
procedimientos, compuestos, composiciones y articulos de fabricacién que pueden usarse en el tratamiento de
trastornos asociados con DLL3 (por ejemplo, trastornos proliferativos o trastornos neoplasicos). A tal fin, la presente
descripcion proporciona moduladores de ligando 3 de tipo delta (o DLL3) que se reconocen eficazmente las células
tumorales y/o células madre cancerosas y pueden usarse para tratar a pacientes que sufren de una amplia variedad
de tumores malignos. Como se discutira con mas detalle en el presente documento, existen al menos dos isoformas
de DLL3 de origen natural o variantes y los moduladores descritos pueden comprender o asociarse selectivamente
con una isoforma u otra o ambas. Ademas, en ciertas realizaciones, los moduladores de DLL3 descritos pueden
reaccionar adicionalmente con uno o mas miembros de la familia de DLL (por ejemplo, DLL' o DLL4) o, en otras
realizaciones, pueden generarse y seleccionarse para asociarse o reaccionar exclusivamente con una o mas de
isoformas de DLL3. En cualquier caso, los moduladores pueden comprender cualquier compuesto que reconoce,
compite, agoniza, antagoniza, interactla, se une o se asocia con un determinante genotipico o fenotipico de DLL3 (o
fragmento del mismo) y modula, ajusta, altera, regula, cambia o modifica el impacto de la proteina DLL3 en una o
mas vias fisiolégicas y/o elimina las células asociadas a DLL3. Por lo tanto, en un sentido amplio, la presente
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descripcion esta generalmente dirigida a moduladores de DLL3 aislados y usos de los mismos. En ejemplos
preferidos la descripcion se dirige mas particularmente a moduladores de DLL3 aislados que comprenden
anticuerpos (es decir, anticuerpos que se unen inmunopreferencialmente, reaccionan con o se asocian con al menos
una isoforma de DLL3) que, en ejemplos particularmente preferidas, estan asociados o conjugados a uno o mas
agentes citotoxicos. Por otra parte, tal como se ha discutido extensamente mas adelante, tales moduladores se
pueden usar para proporcionar composiciones farmacéuticas Utiles para la profilaxis, el diagnostico o el tratamiento
de trastornos proliferativos incluyendo el cancer.

[0006] En los ejemplos seleccionados de la descripcién, los moduladores de DLL3 pueden comprender un
polipéptido DLL3 o fragmentos del mismo, ya sea en una forma aislada o fusionado o asociado con otros restos (por
ejemplo, Fc-DLL3, PBG-DLL3 o DLL3 asociados con un resto de reconocimiento). En otros ejemplos seleccionados,
los moduladores de DLL3 pueden comprender antagonistas de DLL3 que, para los fines de la presente solicitud, se
emplean para referirse a cualquier construccion o compuesto que reconoce, compite, interactla, se une o se asocia
con DLL3 y neutraliza, elimina, reduce, sensibiliza, reprograma, inhibe o controla el crecimiento de células
neoplasicas incluyendo células iniciadoras del tumor. En los ejemplos preferidos, los moduladores de DLL3 de la
presente descripcidon comprenden anticuerpos anti-DLL3, o fragmentos o derivados de los mismos, que de forma
inesperada, se ha encontrado que silencian, neutralizan, reducen, disminuyen, agotan, moderan, disminuyen,
reprograman, eliminan, o de otra manera inhiben la capacidad de las células iniciadoras de tumores para propagar,
mantener, ampliar, proliferar o de otra manera facilitan la supervivencia, recurrencia, regeneracion y/o metastasis de
las células neoplasicas. En realizaciones particularmente preferidas, los anticuerpos o fragmentos inmunorreactivos
pueden estar asociados con, o conjugados con, uno o mas agentes contra el cancer (por ejemplo, un agente
citotéxico).

[0007] Con respecto a tales moduladores, se entendera que los anticuerpos compatibles pueden adoptar cualquiera
de un nuimero de formas incluyendo, por ejemplo, anticuerpos policlonales y monoclonales, anticuerpos quiméricos,
con CDR injertadas, humanizados y humanos, y fragmentos inmunorreactivos y/o variantes de cada uno de los
anteriores. Las realizaciones preferidas comprenderan anticuerpos que son relativamente no inmunogénicos tal
como construcciones humanizadas o completamente humanas. Por supuesto, en vista de la presente descripcion,
los expertos en la técnica podrian identificar facilmente una o mas regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) asociadas con regiones variables de cadena pesada y ligera de los moduladores anticuerpos de DLL3 y
utilizar esas CDR para disefiar o fabricar anticuerpos quiméricos, humanizados o injertados con CDR sin
experimentacién indebida. Por consiguiente, en ciertos ejemplos preferidos el modulador de DLL3 comprende un
anticuerpo que incorpora una 0 mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) segun se define en las
figuras 11A y 11B y derivados de regiones variables murinas de cadena contigua ligera (figura 11 A) o pesada (figura
11B) (SEQ ID NOS: 20 a 203) establecidos en las mismas. Tales regiones variables con CDR injertadas se muestran
también en la Figura 11 que comprende las SEQ ID NOS: 204-213. En ejemplos preferidos, tales anticuerpos
comprenderan anticuerpos monoclonales y, en los ejemplos incluso mas preferidos, comprenderan anticuerpos
quimeéricos, con CDR injertadas o humanizados.

[0008] Los ejemplos de secuencias de acidos nucleicos que codifican cada una de las secuencias de aminoacidos
expuestas en las figuras 11A y Fig 11B estan adjuntos al presente documento en la lista de secuencias y
comprenden las SEQ ID NOS: 220 a 413. A este respecto, se entendera que la descripciébn comprende ademas
moléculas de acido nucleico (y constructos, vectores y células huésped asociados) que codifican las secuencias de
aminoacidos de la region variable de anticuerpo descritas, incluyendo las expuestas en la lista de secuencias
adjunta. Mas particularmente, en los ejemplos seleccionados, los moduladores de DLL3 compatibles pueden
comprender un anticuerpo que tiene una regién variable de cadena ligera y una regién variable de cadena pesada
en la que dicha regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un
60% de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de
aminoacidos tal como se exponen en SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO:
28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEC ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO:
56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO : 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO:
70, SEC TD NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78 SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO:
84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO:
98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SE Q ID NO: 104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ
ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO:
124, SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136,
SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ ID
NO: 150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 162
SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO : 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 174, SEQ ID
NO: 176, SEQ ID NO :: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 182, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 186, SEQ ID NO:
188, SEQ ID NO: 190, SEQ ID NO: 192, SEQ ID NO: 194, SEQ ID NO: 196, SEQ ID NO: 198, SEQ ID NO: 200 y
SEQ ID NO: 202 y en la que dicha regién variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 60% de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
secuencias de aminoacidos tal como se exponen en SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO:
27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO:
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41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO:
55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO:
69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO:
83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO:
97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ
ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO:
123, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135,
SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID
N O: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 161,
SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID
NO: 175, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 185, SEQ ID NO: 187,
SEQ ID NO: 189, SEQ ID NO: 191, SEQ ID NO: 193, SEQ ID NO: 195, SEQ ID NO: 197, SEQ ID NO: 199, SEQ ID
NO: 201 y SEQ ID NO: 203. En otros ejemplos preferidos, los moduladores seleccionados comprenderan regiones
variables de cadena pesada y ligera que comprenden 65, 70, 75 o 80% de identidad con las secuencias murinas
mencionadss. En aun otros ejemplos, los moduladores comprenderan regiones variables de cadena pesada y ligera
que comprenden 85, 90 o incluso 95% de identidad con las secuencias murinas descritas.

[0009] En otros ejemplos preferidos, los moduladores seleccionados comprenderan una o mas CDR obtenidas a
partir de cualquiera de las secuencias de aminodcidos de la region variable de cadena ligera y pesada
anteriores. Por consiguiente, los ejemplos seleccionados de la invencion incluyen un modulador de DLL3 que
comprende una o mas CDR de una cualquiera de las SEQ ID NOS:20 a 203. En aun otros ejemplos, los
moduladores de la presente descripcion comprenderan cualquier anticuerpo o fragmento inmunorreactivo del mismo
que compite por la unién con cualquiera de los moduladores anteriores.

[0010] Otro aspecto de la descripcion comprende moduladores obtenidos o derivados de SC16.3, SC16.4, SC16.5,
SC16.7, SC16.8, SC16.10, SC16.11, SC16.13, S16.15, Sic16.18, SC16.19, SC16.20, SC16.21, SC16.22, SC16.23,
SC16.25, SC16.26, SC16.29, SC16.30, SC16.31, SC16.34, SC16. 35, SC16.36, SC16.38, SC16.39, SC16.41,
SC16.42, SC16.45, SC16.47, SC16.49, SC16.50, SC16.52, SC16.55, SC16.56, SC16.57, SC16.58, SC16.61,
SC16.62, SC16.63, SC16.65, SC16.67, SC16.68, SC16.72, SC16.73, SC16.78, SC16.79, SC16. 80, SC16.81,
SC16.84, SC16.88, SC16.101, SC16.103, SC16.104, SC16.105, SC16.106, SC16.107, SC16.108, SC16.109,
SC16.110, SC16.111, SC16.113, SC16.114, SC16.115, SC16.116, SC16.117, SC16.118, SC16.120, SC16.121,
SC16.122, SC16.123, SC16.124, SC16. 125, SC16.126, SC16.129, SC16.130, SC16.131, SC16.132, SC16.133,
SC16.134, SC16.135, SC16.136, SC16.137, SC16.138, SC16.139, SC16.140, SC16.141, SC16.142, SC16.143,
SC16.144, SC16.147, SC16.148, SC16.149 y SC16.150. En otros ejemplos la descripcion comprendera un
modulador de DLL3 que tiene una o0 mas CDR de cualquiera de los moduladores antes mencionados.

[0011] En aln otros ejemplos compatibles, la presente descripcion comprendera los moduladores de DLL3 con CDR
injertadas o humanizados hSC16.13, hSC16.15, hSC16.25, hSC16.34 y hSC16.56. Aln otros ejemplos se dirigen a
un modulador de DLL3 que comprende un anticuerpo humanizado en el que dicho anticuerpo humanizado
comprende una region variable de cadena ligera y una region variable de cadena pesada en el que dicha regién
variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 60% de identidad con una
secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos expuestas en
SEQ ID NO: 204, SEQ ID NO: 206, SEQ ID NO: 208, SEQ ID NO: 210 y SEQ ID NO: 212 y en el que dicha regién
variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 60% de identidad con una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos expuestas en
SEQ ID NO: 205, SEQ ID NO: 207, SEQ ID NO: 209, SEQ ID NO: 211 y SEQ ID NO: 213. Ademas, como se
describe inmediatamente antes, las secuencias de acidos nucleicos que codifican las regiones variables de cadena
pesada y ligera humanizadas se exponen en la lista de secuencias adjunta como SEQ ID NOS: 404-413.

[0012] Ademéas de los aspectos antes mencionados, otros ejemplos preferidos de la presente descripcion
comprenderan moduladores de DLL3 asociados o conjugados con uno o mas farmacos para proporcionar
conjugados de modulador que pueden ser particularmente eficaces en el tratamiento de trastornos proliferativos
(solo o en combinacién con otros agentes farmacéuticamente activos). Mas en general, una vez que los
moduladores de la descripcién se han fabricado y seleccionado, se pueden ligar, fusionar, conjugar con (por
ejemplo, covalentemente o no covalentemente) o en cualquier caso asociarse con restos farmacéuticamente activos
o de diagnostico o modificadores biocompatibles. Tal como se utiliza en el presente documento, el término
"conjugado" o "modulador conjugado” o "conjugado de anticuerpo” se utilizara ampliamente y pretende significar
cualquier molécula o farmaco biolégicamente activo o detectable asociado con los moduladores descritos,
independientemente del procedimiento de asociacién. A este respecto, se entendera que tales conjugados pueden,
ademas de los moduladores descritos, comprender péptidos, polipéptidos, proteinas, profarmacos que se
metabolizan a un agente activo in vivo, polimeros, moléculas de acidos nucleicos, moléculas pequeias, agentes de
unién, agentes miméticos, farmacos sintéticos, moléculas inorganicas, moléculas organicas y radioisétopos. Por otra
parte, como se indicé anteriormente, el conjugado seleccionado puede estar covalente o no covalentemente
asociado con, o unido a, el modulador y exhiben diversas relaciones molares estequiométricas en funcion, al menos
en parte, del procedimiento utilizado para efectuar la conjugacion.
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[0013] Los aspectos particularmente preferidos de la presente invencion comprenderan conjugados de modulador y
anticuerpos o conjugados de anticuerpo-farmaco que pueden usarse para el diagnéstico y/o tratamiento de
trastornos proliferativos. Tales conjugados pueden ser representados por la férmula M-[L-D]» donde M representa un
modulador descrito o resto de unién a diana, L es un enlazador o unidad enlazadora opcional, D es un farmaco o
profarmaco compatible y n es un nimero entero de aproximadamente 1 a aproximadamente 20. Se entendera que, a
menos que dicten lo contrario por el contexto, se entendera que los términos "conjugado anticuerpo-farmaco” o
"ADC" o la férmula M-[L-D]n abarcara conjugados que comprenden restos tanto terapéuticos como de
diagnostico. En tales realizaciones, los compuestos conjugados anticuerpo-farmaco comprenderan tipicamente anti-
DLL3 como la unidad de modulador (M), un resto terapéutico o de diagnéstico (D), y opcionalmente un enlazador (L)
que une el farmaco y el agente de unidén a antigeno. En un ejemplo preferido, el anticuerpo es un mAb DLL3 que
comprende al menos una CDR de las regiones variable sde cadena pesada y ligera, tal como se describe
anteriormente.

[0014] Como se indicé anteriormente, un aspecto de la invencién puede comprender la asociacién terapéutica
inesperada de polipéptidos DLL3 con células madre cancerosas. Por lo tanto, en algunas otras realizaciones, la
invencién comprendera un modulador de DLL3 que reduce la frecuencia de células iniciadoras del tumor tras la
administraciéon a un sujeto. Preferiblemente, la reducciéon en la frecuencia se determinara utilizando analisis de
dilucién limitante in vitro o in vivo. En ejemplos particularmente preferidos, tales analisis se puede realizar usando
andlisis de dilucion limitante in vivo que comprende el trasplante de células tumorales humanas vias en ratones
inmunocomprometidos (por ejemplo, véase el Ejemplo 17 méas abajo). Alternativamente, el andlisis de dilucién
limitante se puede realizar usando un andlisis de dilucion limitante in vitro que comprende la deposicion de la
dilucion limitante de las células tumorales humanas vivas en condiciones de soporte de colonias in vitro. En
cualquier caso, el andlisis, calculo o cuantificacién de la reduccion en la frecuencia comprenderan preferiblemente el
uso de estadisticas de distribucion de Poisson para proporcionar una contabilidad exacta. Se entendera que, si bien
se prefieren tales procedimientos de cuantificacion, también se pueden utilizar otras metodologias con menor trabajo
como citometria de flujo o inmunohistoquimica para proporcionar los valores deseados y, en consecuencia, se
contemplan expresamente dentro del alcance de la presente descripcion. En tales ejemplos, la reducciéon en la
frecuencia se puede determinar usando andlisis de citometria de flujo o deteccién inmunohistoquimica de
marcadores de superficie de células tumorales conocidas para enriquecer células iniciadoras de tumores.

[0015] Como tal, otro ejemplo preferido de la presente descripcion comprende un procedimiento para tratar un
trastorno asociado a DLL3 que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un modulador de
DLL3 a un sujeto en necesidad del mismo mediante el cual la frecuencia de células iniciadoras del tumor se
reduce. Preferiblemente, el trastorno asociado a DLL3 comprende un trastorno neoplasico. De nuevo, la reduccion
en la frecuencia de células iniciadoras de tumores preferiblemente se determinara utilizando andlisis de dilucién
limitante in vitro o in vivo.

[0016] A este respecto, se entendera que la presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de
que los inmundgenos de DLL3 estan terapéuticamente asociados con células que perpetdan los tumores (es decir,
células madre cancerosas) que estan implicadas en la etiologia de diversas trastornos proliferativos, incluyendo
neoplasia. Mas especificamente, la presente solicitud demuestra, de forma inesperada, que la administracion de
diversos moduladores de DLL3 de ejemplo pueden mediar, reducir, agotar, inhibir o eliminar la sefalizacion
tumorigénica por las células iniciadoras del tumor (es decir, reducir la frecuencia de las células iniciadoras de
tumores). Esta sefalizacion reducida, ya sea por agotamiento, neutralizacion, reduccion, eliminacion,
reprogramacion o silenciamiento de las células iniciadoras de tumor o mediante la modificacion de la morfologia
celular tumoral (por ejemplo, la diferenciacion inducida, interrupcion del nicho), a su vez permite el tratamiento méas
eficaz de los trastornos asociados con DLL3 mediante la inhibicion de la tumorigénesis, mantenimiento del tumor,
expansién y/o metastasis y recurrencia.

[0017] Ademéas de la mencionada asociacién con las células madre del cancer, existe evidencia de que las
isoformas de DLL3 pueden estar implicadas en el crecimiento, la recurrencia o el potencial metastasico de los
tumores que comprenden o que presentan caracteristicas neuroendocrinas o determinantes (genotipicas o
fenotipicas). Para los fines de la presente invencion, tales tumores comprenderan tumores neuroendocrinos y
tumores pseudoneuroendocrinos. La intervencién en la proliferacion de tales células tumorigénicas utilizando los
moduladores de DLL3 novedosos descritos en este documento, por lo tanto, puede mejorar o tratar un trastorno por
mas de un mecanismo (por ejemplo, reduccién de células iniciadoras de tumores y la interrupcion de la via de
sefalizacion oncogénica) para proporcionar efectos aditivos o sinérgicos. Aun otros ejemplos preferidos pueden
sacar ventaja de la internalizacion celular de la proteina DLL3 de superficie celular para suministrar un agente contra
el cancer mediado por modulador. A este respecto, se entendera que la presente descripcion no esta limitada por
ningun mecanismo particular de accion, sino que mas bien abarca el amplio uso de los moduladores descritos para
tratar trastornos asociados con DLL3 (incluyendo varias neoplasias).

[0018] Por lo tanto, en otros ejemplos, la presente descripcidon comprendera el uso de los moduladores descritos
para tratar tumores que comprenden caracteristicas neuroendocrinas en un sujeto en necesidad de los mismos. Por
supuesto, los mismos moduladores se pueden utilizar para la profilaxis, el prondstico, el diagnéstico, el teragnostico,
la inhibicion o el mantenimiento de estos mismos tumores.
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[0019] Otros aspectos de la presente descripcion explotan la capacidad de los moduladores descritos de alterar
potencialmente vias oncogénicas (por ejemplo, Notch), mientras que simultdneamente silencian las células
iniciadoras de tumores. Tales moduladores de DLL3 multiactivos (por ejemplo, antagonistas de DLL3) pueden
resultar ser particularmente eficaces cuando se utilizan en combinacién con el estdndar de agentes terapéuticos
contra el cancer o agentes para la reduccién de volumen. Por consiguiente, los ejemplos preferidos de la presente
descripcion comprenden el uso de los moduladores descritos como agentes anti-metastaticos para terapia de
mantenimiento después de los tratamientos iniciales. Ademas, se pueden usar dos 0 mas antagonistas de DLL3 (por
ejemplo anticuerpos que se unen especificamente a dos epitopos discretos en DLL3) en combinacién segun las
presentes ensefanzas. Por otra parte, como se discute con cierto detalle a continuacién, los moduladores de DLL3
de la presente descripcion se pueden utilizar en un estado conjugado o no conjugado y, opcionalmente, como un
agente sensibilizante en combinacién con una variedad de agentes contra el cancer quimicos o biolégicos.

[0020] Segun otro ejemplo preferido, la presente descripcion comprende un procedimiento de sensibilizaciéon de un
tumor en un sujeto para el tratamiento con un agente contra el cancer que comprende la etapa de administrar un
modulador de DLL3 a dicho sujeto. Otros ejemplos comprenden un procedimiento para reducir la metastasis o
recurrencia del tumor después del tratamiento, que comprende administrar un modulador de DLL3 a un sujeto en
necesidad del mismo. En un ejemplo particularmente preferido de la descripcion, el modulador de DLL3 dara lugar
especificamente a una reduccion de la frecuencia de células iniciadoras de tumores tal como se determina usando
andlisis de dilucién limitante in vitro o in vivo.

[0021] Mas generalmente, los ejemplos preferidos de la descripcion comprenden un procedimiento de tratamiento de
un trastorno asociado a DLL3 en un sujeto en necesidad del mismo que comprende la etapa de administrar un
modulador de DLL3 al sujeto. En realizaciones particularmente preferidas, el modulador de DLL3 estara asociado
(por ejemplo, conjugado) con un agente contra el cancer. En aun otras realizaciones, el modulador de DLL3 se
internalizara después de la asociacion o unién con DLL3 sobre o cerca de la superficie de la célula. Ademas, los
aspectos beneficiosos de la presente invencion, incluyendo cualquier alteracion de las vias de sefializacion y los
beneficios colaterales, se pueden conseguir si el tejido tumoral del sujeto muestra elevados niveles de DLL3 o
niveles reducidos o disminuidos de DLL3 en comparacién con el tejido normal adyacente. Ejemplos particularmente
preferidos comprenderan el tratamiento de trastornos que presentan niveles elevados de DLL3 en células
tumorigénicas en comparacioén con el tejido normal o células no tumorigénicas.

[0022] En aun otro aspecto, la presente descripcion comprenderan un procedimiento de tratamiento de un sujeto que
padece trastorno neoplasico que comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al
menos un modulador de DLL3 de internalizacién. Los ejemplos preferidos comprenderan la administracion de los
moduladores de anticuerpo de internalizacion en los que los moduladores se conjugan o asocian con un agente
citotéxico.

[0023] Otros ejemplos se refieren a un procedimiento de tratamiento de un sujeto que padece un trastorno asociado
a DLL3 que comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un modulador de
DLL3 en disminucion.

[0024] En otro ejemplo, la presente descripcidn proporciona procedimientos de la terapia de mantenimiento en el que
los efectores o moduladores descritos se administran durante un periodo de tiempo después de un procedimiento
inicial (por ejemplo, quimioterapéuticos, radiacion o cirugia) disefiado para eliminar al menos una porcion de la masa
tumoras. Tales regimenes de mantenimiento terapéuticos se pueden administrar durante un periodo de semanas, un
periodo de meses o incluso un periodo de afios en los que los moduladores de DLL3 pueden actuar
profilacticamente para inhibir la metastasis y/o la recurrencia del tumor. En aldn otros ejemplos, los moduladores
descritos pueden ser administrados en concierto con los regimenes para la reduccion de volumen conocidos para
prevenir o retardar la metastasis, mantener el tumor o recurrencia.

[0025] Como se ha mencionado anteriormente a los moduladores de DLL3 de la presente descripcion puede estar
fabricado y/o seleccionado para reaccionar con ambas isoformas de DLL3 o una sola isoforma de la proteina o, a la
inversa, puede comprender un modulador de pan-DLL que reacciona o se asocia con al menos un miembro de la
familia DLL adicional ademas de DLL3.Mas especificamente, los moduladores preferidos, tales como los
anticuerpos pueden ser generados y seleccionados de manera que reaccionan con los dominios (o epitopos en el
mismo) que sos mostrados por DLL3 solamente o con dominios que son al menos algo conservados a través de
varios o todos los miembros de la familia DLL.

[0026] En aun otros ejemplos preferidos, los moduladores se asociaran o uniran a un epitopo, porcién, motivo o
dominio especifico de DLL3. Como se discutird en detalle a continuacién, las isoformas de DLL3 incorporan una
region extracelular idéntica (véase la Figura 1F) que comprende al menos un dominio N-terminal, un dominio DSL
(Delta/setRate/lag-2) y seis dominios de tipo EGF (es decir, EGF1 - EGF6). Por consiguiente, en ciertos ejemplos,
los moduladores se uniran o asociaran con el dominio N-terminal de DLL3 (es decir, los aminoacidos 27 a 175 en la
proteina madura), mientras que en otros ejemplos seleccionados, los moduladores se asociaran con el dominio DSL
(es decir, los aminoéacidos 176-215) o epitopo en el mismo. Otros ejemplos de la presente descripcidon comprenden

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812849 T3

moduladores que se asocian o se unen a un epitopo especifico situado en un dominio particular de tipo EGF de
DLL3. En este sentido, el modulador particular puede asociarse o unirse a un epitopo localizado en EGF1
(aminoacidos 216-249), EGF2 (aminoacidos 274-310), EGF3 (aminoacidos 312-351), EGF4 (aminoacidos 353-389),
EGF5 (aminodacidos 391-427) o EGF6 (aminoacidos 429-465). Por supuesto, se entendera que cada uno de los
dominios mencionados anteriormente puede comprender mas de un epitopo y/o mas de un grupo (“bin”). En
ejemplos particularmente preferidos, la descripcion comprendera un modulador que se une, reacciona o se asocia
con el dominio DSL o un epitopo en el mismo. En otros ejemplos preferidos, la descripcion comprendera
moduladores que se unen, reaccionan o asocian con un dominio de tipo EGF en particular o un epitopo en el
mismo. En aun otros ejemplos preferidos, los moduladores se uniran, reaccionaran o asociaran con el dominio N-
terminal o un epitopo en el mismo.

[0027] Con respecto a “grupos” de moduladores o anticuerpos se entendera que el antigeno DLL3 puede analizarse
0 mapearse a través de la unién competitiva a antigeno usando técnicas reconocidas en el sector para definir los
grupos especificos situados en o a lo largo de la proteina. Aunque se discute con mas detalle en este documento y
se muestra en los Ejemplos 9 y 10 a continuacién, dos anticuerpos (uno de los cuales puede denominarse un
"anticuerpo de referencia", "anticuerpo delineante del grupo" o "anticuerpo delineante") pueden considerarse en el
mismo grupo si compiten entre si por la unién al antigeno diana. En tales ejemplos, los epitopos de anticuerpos en
cuestion pueden ser idénticos, sustancialmente idénticos o lo suficientemente préximos (ya sea en un sentido lineal
en la que estan separados por unos pocos aminoacidos o conformacionalmente) de modo que ambos anticuerpos
son estéricamente o electrostaticamente inhibidos o impedidos para unirse al antigeno. Tales grupos definidos
pueden estar generalmente asociados con ciertos dominios DLL3 (por ejemplo, el anticuerpo de referencia se unira
con un epitopo contenido en un dominio especifico), aunque la correlacién no es siempre precisa (por ejemplo,
puede haber mas de un grupo en un dominio o el grupo puede definirse conformacionalmente y comprender mas de
un dominio). Se entendera que los expertos en la técnica pueden determinar faciimente la relaciéon entre los
dominios DLL3 y los grupos determinados empiricamente.

[0028] Con respecto a la presente descripcion, el analisis de unién competitiva utilizando técnicas reconocidas en la
técnica (por ejemplo, ELISA, resonancia de plasmén superficial o interferometria de biocapa) definié al menos nueve
grupos distintos, cada uno de los cuales se encontrd que contenia un nimero de moduladores de anticuerpo. Para
los fines de la presente descripcién, los nueve grupos se denominan grupo A a grupo I. Por lo tanto, en ejemplos
seleccionados, la presente descripcion comprendera un modulador que reside en un grupo seleccionado del grupo
que consiste en grupo A, grupo B, grupo C, grupo D, grupo E, grupo F, grupo G, grupo H y grupo |. En otros
ejemplos, la presente descripcion comprende un modulador que reside en un grupo definido por un anticuerpo de
referencia seleccionado del grupo que consiste en SC16.3, SC16.4, SC16 0.5, SC16.7, SC16.8, SC16.10, SC16.11,
SC16.13, SC16.15, SC16.18, SC16.19, SC16.20, SC16.21, SC16.22, SC16.23 , SC16.25, SC16.26, SC16.29,
SC16.30, SC16.31, SC16.34, SC16.35, SC16.36, SC16.38, SC16.39, SC16.41, SC16.42, SC16 0.45, SC16.47,
SC16.49, SC16.50, SC16.52, SC16.55, SC16.56, SC16.57, SC16.58, SC16.61, SC16.62, SC16.63, SC16.65,
SC16.67, SC16.68, SC16.72, SC16.73, SC16.78, SC16.79, SC16.80, SC16.81, SC16.94, SC16.88, SC16.101,
SC16.103, SC16 0.104, SC16.105, SC16.106, SC16.107, SC16.108, SC16.109, SC16.110, SC16.111, SC16.113,
SC16.114, SC16.115, SC16.116, SC16.117, SC16.118, SC16.120, SC16.121, SC16.122, SC16.123, SC16.124,
SC16.125, SC16.126, SC16.129, SC16. 130, SC16.131, SC16.132, SC16.133, SC16.134, SC16.135, SC16.136,
SC16.137, SC16.138, SC16.139, SC16.140, SC16.141, SC16.142, SC16.143, SC16.144, SC16.147, SC16.148,
SC16.149 y SC16.150. En aun otros ejemplos, la descripcién comprendera moduladores de grupo A, moduladores
de grupo B, moduladores de grupo C, moduladores de grupo D, moduladores de grupo E, moduladores de grupo F,
moduladores de grupo G, moduladores de grupo H o moduladores de grupo |. Sin embargo, otros ejemplos
preferidos comprenderan un modulador de anticuerpo de referencia y cualquier anticuerpo que compite con el
anticuerpo de referencia.

[0029] EI término "completar" o "completar el anticuerpo” cuando se utiliza en el contexto de los moduladores
descritos significa la competencia de unién entre los anticuerpos tal como se determina mediante un ensayo en el
que un anticuerpo de referencia o fragmento inmunolégicamente funcional evita o inhibe sustancialmente (por
ejemplo, mayor que 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% 0 90%) la unién especifica de un
anticuerpo de prueba a un antigeno habitual. Los procedimientos compatibles para determinar dicha competencia
comprenden técnicas conocidas, tales como, por ejemplo, interferometria de biocapa, resonancia de plasmén
superficial, citometria de flujo, ELISA competitivo, etc.

[0030] Ademas de los moduladores antes mencionados, en realizaciones seleccionadas, la invencién comprende un
modulador de pan-DLL que se asocia con DLL3 y al menos otro miembro de la familia de DLL. En otras
realizaciones seleccionadas, la invencién comprende un modulador de DLL3 que inmunoespecificamente se asocia
con una o mas isoformas de DLL3, pero no se asocia inmunoespecificamente con cualquier otro miembro de la
familia DLL. En adn otros ejemplos, la presente descripcion comprende un procedimiento de tratamiento de un
sujeto en necesidad del mismo que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un modulador
de pan-DLL. Aln otros ejemplos comprenden un procedimiento de tratamiento de un sujeto en necesidad del mismo
que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un modulador de DLL3 que
inmunoespecificamente se asocia con una o mas isoformas de DLL3, pero no se asocia inmunoespecificamente con
cualquier otro miembro de la familia de DLL.
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[0031] Mas alla de los usos terapéuticos mencionados anteriormente, también se entendera que los moduladores de
la presente descripcion pueden utilizarse para detectar, diagnosticar o clasificar los trastornos relacionados con
DLL3 vy, en particular, trastornos proliferativos. También pueden usarse en el pronostico y/o teragnéstico de tales
trastornos. En algunos ejemplos el modulador se puede administrar al sujeto y se detecta o monitoriza in vivo. Los
expertos en la técnica entenderan que tales moduladores pueden estar marcados o asociados con efectores,
marcadores o informadores, tal como se describe a continuacion y detectarse usando uno cualquiera de una serie
de técnicas estandar (por ejemplo, resonancia magnética, tomografia CAT, PET, etc.).

[0032] Por lo tanto, en algunos ejemplos la descripcidon comprenderan un procedimiento de diagndstico, deteccién o
monitorizacién de un trastorno asociado con DLL3 in vivo en un sujeto en necesidad del mismo que comprende la
etapa de administrar un modulador de DLL3.

[0033] En otros ejemplos, los moduladores pueden usarse en un entorno de diagnostico in vitro utilizando
procedimientos reconocidos en la técnica (por ejemplo, inmunohistoquimica o IHC). Como tal, un ejemplo preferido
comprende un procedimiento de diagndstico de un trastorno hiperproliferativo en un sujeto en necesidad del mismo
que comprende las etapas de:

a. obtener una muestra de tejido de dicho sujeto;

b. poner en contacto la muestra de tejido con al menos un modulador de DLL3; y

c. detectar o cuantificar el modulador de DLL3 asociado con la muestra.

[0034] Dichos procedimientos pueden discernirse facilmente en conjuncion con la presente solicitud y se pueden
realizar facilmente utilizando tecnologia comercial generalmente disponible, tales como lectores automaticos de
placas, sistemas informadores dedicados, etc. En ejemplos seleccionados, el modulador de DLL3 estara asociado
con las células que perpetian el tumor (es decir, células madre cancerosas) presentes en la muestra. En otros
ejemplos preferidos, la etapa de deteccién o de cuantificacion comprendera una reduccién de la frecuencia de
células iniciadoras de tumores que puede se monitorizada, tal como se describe en el presente documento.

[0035] De manera similar, la presente descripcion también proporciona kits o dispositivos y procedimientos
asociados que son Utiles en el diagnostico y monitorizacion de los trastornos asociados a DLL3, tal como el
cancer. Para este fin, la presente descripcion proporciona preferiblemente un articulo de fabricacion uatil para
detectar, diagnosticar o tratar trastornos asociados a DLL3 que comprenden un recipiente que contiene un
modulador de DLL3 y materiales de instruccion para el uso de dicho modulador de DLL3 para tratar, controlar o
diagnosticar el trastorno asociado a DLL3. En ejemplos seleccionados, los dispositivos y procedimientos asociados
comprenderan la etapa de poner en contacto al menos una célula de tumor circulante.

[0036] Otros ejemplos preferidos de la descripcion también explotan las propiedades de los moduladores descritos
como un instrumento Util para identificar, caracterizar, aislar, seccionar o enriquecer poblaciones o subpoblaciones
de células iniciadoras del tumor a través de procedimientos, tales como inmunohistoquimica, analisis citométrico de
flujo, incluyendo clasificacion de células activada por fluorescencia (FACS) o seccionamiento mediado por laser.

[0037] Como tal, otro ejemplo preferido de la presente descripcidn se dirige a un procedimiento de identificar, aislar,
seccionar o enriquecer una poblacion de células iniciadoras de tumores que comprende la etapa de poner en
contacto dichas células iniciadoras de tumores con un modulador de DLLS3.

[0038] Lo anterior es un resumen y por lo tanto contiene, por necesidad, simplificaciones, generalizaciones y
omisiones de detalles; en consecuencia, los expertos en la técnica entenderan que el resumen es sélo ilustrativo y
no pretende ser en modo alguno limitativo. Otros aspectos, caracteristicas y ventajas de los procedimientos,
composiciones y/o dispositivos y/o otra materia descritos en este documento se pondran de manifiesto en las
ensefianzas establecidas en este documento. Se proporciona el resumen para introducir una seleccién de conceptos
en una forma simplificada que se describen mas adelante en la descripcion detallada. Este resumen no tiene la
intencién de identificar caracteristicas clave o caracteristicas esenciales de la materia reivindicada, ni pretende ser
utilizado como una ayuda al determinar el alcance de la materia reivindicada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0039]

Las Figuras 1A - 1F son diversas representaciones de DLL3 incluyendo el acido nucleico o secuencias de
aminoacidos en la que los ARNm de longitud completa que contienen los ORFs (subrayado) que codifican isoformas
DLLS3 se representan en la figura 1Ay figura 1B (SEQ ID NOS: 1y 2), las figuras 1C y 1D proporcionan la traduccion
de las ORFs indicados en las figuras 1A y 1B (SEQ ID NOS: 3 y 4), respectivamente, con residuos subrayados
indicando el dominio transmembrana predicho que atraviesa cada isoforma de la proteina, la figura 1E muestra el
alineamiento de las dos isoformas de la proteina para ilustrar las diferencias de secuencia en los extremos
citoplasmaticos de cada isoforma, de nuevo con los residuos subrayados indicando el dominio transmembrana
predicho y la figura 1F proporciona una representacion esquematica de la region extracelular de la proteina DLL3
que ilustra las posiciones de los diferentes dominios;
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Las figuras 2A y 2B son representaciones tabulares del porcentaje de identidad en el nivel de proteina entre DLL3 y
otros miembros de la familia de tipo Delta en el genoma humano (Figura 2A), o la isoforma humana mas cercana de
DLL3 y proteinas DLL3 de mono rhesus, de raton y de rata (Figura 2B);

La figura 3 ilustra esquematicamente las interacciones genéticas entre varios genes "maestros” relevantes a las
opciones de destino celular que conducen a fenotipos neuroendocrinos 0 no neuroendocrinos (flechas que indican la
promocién de la expresion génica y flechas barradas indican la inhibicion de la expresion génica), en el que la
expresion del factor de transcripciéon ASCL1 tanto inicia una cascada de genes (flecha abierta) que conduce a un
fenotipo neuroendocrino y al mismo tiempo la activacion de DLL3, que a su vez suprime NOTCH1 y su efector
HES1, ambos de los cuales son normalmente responsables de la supresién de ASCL1 y la activacion de cascadas
de genes que lleva a una fenotipo no neuroendocrino;

Las figuras 4A y 4B son representaciones tabular (Fig. 4A) y grafica (Fig. 4B) de los niveles de expresion génica de
DLL3 y, en la figura 4A, otros genes de la ruta Notch o genes asociados con un fenotipo neuroendocrino como se
mide usando transcriptoma toda secuenciacion (sélido) de ARN derivado de las subpoblaciones de células
tumorales o tejidos normales;

La figura5 es una representacién grafica de los niveles relativos de expresiéon de ARNm DLL3 transcripcion
variantes 1 y 2 como se determina por toda transcriptoma secuenciacion (sélido) en xenoinjerto no tradicional
seleccionado (NTX) tumores derivados de canceres de pulmén;

Las figuras 6A — 6D muestran los datos de expresién de genes y la agrupacién de los tumores que exhiben
caracteristicas neuroendocrinas en el que Figura 6A representa agrupamiento no supervisado de los perfiles de
microarrays para 46 lineas tumorales y 2 tejidos normales que comprenden tumores seleccionados y tejidos
normales de control, las figuras 6B y 6C son representaciones tabulares de los valores de intensidad normalizados
correspondientes a los niveles de expresion relativos de los genes seleccionados relacionados con fenotipos
neuroendocrinos (Figura 6B) o la via de sefalizacion Notch (Figura 6C) en la que las células no sombreadas y
numeros relativamente bajos indican poco o ningln expresién y células mas oscuras y numeros relativamente altos
indican mayores niveles de expresion y la Figura 6D es una representacion grafica que muestra niveles relativos de
expresion de HES6 mRNA en diversos tumores y tejidos normales como se mide usando QRT-PCR,;

La figura 7 es una representacion grafica que muestra niveles relativos de expresion de las transcripciones DLL3
medido por gqRT-PCR en una variedad de muestras de ARN aisladas a partir de tejidos normales, primaria,
especimenes tumorales del paciente unpassaged (denotados con "p0"), o tumores NTX a granel procedente de
pulmén , rifdn y neoplasia de ovario en el que los tumores de pulmén NTX especifica se agrupan por el cancer de
pulmén de células pequenas (SCLC) y el cancer de pulmoén de células no pequefias (NSCLC) (indicado con p1, p2,
p3 o p4 para reflejar el nUmero de pasajes a través de ratones), en el que el tipo de tumor se indica mediante las
abreviaturas indicadas anteriormente;

Las figuras 8A - 8C son representaciones graficas que muestran los niveles de expresién génica relativa (Figura 8A)
0 absoluta (Figura 8B) de DLL3 humano como medidos por gRT-PCR en muestras de tumor enteros (punto gris) o
tejido adyacente normal correspondiente (NAT; punto blanco) de pacientes con una de las dieciocho tipos de
tumores sélidos diferentes, mientras que Figura.. 8C muestra la expresion de la proteina relativa de DLL3 humano
como se mide usando un ensayo ELISA sandwich de electroquimioluminiscencia;

La figura 9 proporciona representaciones graficas de determinacion basada en citometria de flujo de la expresion de
proteina de la superficie de diversos receptores Notch y ligandos (por ejemplo, DLL1, DLL4) en poblaciones de
células tumorales humanas individuales derivadas de tumores NTX de rifidn, ovario y de pulmén de células
pequefnas, mostradas como representaciones de histograma (linea de color negro) que se hace referencia a la
poblacién tefiida con control de isotipo sometida a fluorescencia menos uno (FMO) (sélido de color gris) con
intensidades de fluorescencia medias indicadas (MFI);

Las figuras 10A - 10D proporcionan, respectivamente, la secuencia de ADNc (Figura 10A; SEQ ID NO: 5..) Y la
secuencia de aminoacidos (Figura 10B; SEQ ID NO: 6.) que codifica la proteina madura de DLL3 murino clonada en
un vector de expresion lentiviral y la secuencia de ADNc (Figura 10C; SEQ ID NO: 7) y la secuencia de aminoacidos
(Figura 10D; SEQ ID NO: 8) que codifica la proteina DLL3 de cynomalgus madura clonada en un vector de
expresion lentiviral donde los vectores se utilizan para generar células que sobreexpresan DLL3 murino y de
cynomolgus;

Las figuras 11A y 11B proporcionan, en forma de tabla, las secuencias de aminoacidos contiguos (SEQ ID NOS: 20-
213) de cadena ligera y pesada regiones variables de una serie de murinos y humanizados de ejemplo moduladores
de DLLS aislados, clonados y de ingenieria como se describe en los ejemplos en este documento;

La figura 12 establece propiedades bioquimicas e inmunolégicas de moduladores de ejemplo de DLL3, asi como su
capacidad de matar células KDY66 NTX in vitro, tal como se representa en un formato tabular;

Las figuras 13A - 13C ilustran caracteristicas de unién de moduladores seleccionados en donde las figuras 13A y
13B muestran caracteristicas de unién comparativos de un modulador murino seleccionado y su homologo
humanizado utilizando resonancia de plasmén superficial, mientras que la figura 13C proporciona ciertas
propiedades de las construcciones humanizadas en una forma tabular;

Las figuras 14A y 14B representan, de forma esquematica y grafica, respectivamente, los resultados del analisis de
mapeo nivel de dominio de moduladores de DLL3 de ejemplo aislados, clonados y de ingenieria como se describe
en los Ejemplos en el presente documento (Figura 14a) y una correlacién entre el dominio de unién de moduladores
seleccionados y la capacidad de matar células que expresan DLL3 KDY66 NTX in vitro (Figura 14B);

Las figuras 15A - 15C son histogramas de citometria de flujo que muestran la expresion DLL3 usando el modulador
de ejemplo anti-DLL3 SC16.56 en las células 293 sin tratar (Figura 15A), células 293 disefiadas para sobre-expresar
proteinas DLL3 humanas (h293-hDLL3; Figura. 15B) o células 293 modificadas genéticamente para sobreexpresar
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la proteina DLL3 murina (h293-mDLL3; Figura 15C);

Las figuras 16A - 16F comprenden histogramas de citometria de flujo (figuras 16A-16C) y resultados de
inmunohistoquimica en una forma tabular (figuras 16D-16F) que ilustran, respectivamente, la expresion superficial
relativamente alta de DLL3 usando el modulador de ejemplo anti-DLL3 SC16.56 en las células humanas en vivo de
ovario (OV26; Figura 16A), rindn (KDY66; Figura 16B) y un carcinoma neuroendocrino de pulmon de células grandes
(LU37; figura 16C.) tumores NTX y la expresion de proteina DLL3 en diversos tumores NTX (Figura 16D) y células
tumorales de carcinoma de células pequenas primario (Figura 16F) mientras que se demuestra que el tejido
ormalcarece de la expresion de DLL3 (Figura 16E);

Las figuras 17A - 17C ilustran la capacidad de los moduladores descritos de dirigir eficazmente cargas citotéxicas a
células que expresan DLL3 en donde la figura 17A documenta la capacidad de los moduladores de ejemplo para
matar los tumores KDY66 NTX o células 293 que sobreexpresan hDLL3, y la figura 17B y la Fig 17C demuestran la
capacidad de los moduladores descritos para entregar las cargas Utiles citotéxicos a OV26 (Figura 17B) y LU37
(Figura 17C) donde la curva de pendiente negativa es indicativa de muerte celular a través de citotoxina
internalizado;

Las figuras 18A - 18E ilustran diversas propiedades de los moduladores descritos en los que las Figuras 18A y 18C
demuestran por citometria de flujo que DLL3 NSHP KDY66 y KDY66 sin tratar tienen expresiéon de DLL3 mientras
que la expresiéon de DLL3 fue eliminada de manera eficiente en células DLL3HP2 KDY®66, la figura 18B muestra que
el crecimiento de las células tumorales DLL3HP2 es retrasada co respecto a células KDY66 sin tratar y las figuras
18D y 18B demuestran que las realizaciones conjugados de la presente invencion reconocen
inmunoespecificamente y eliminan células tumorales KDY66 que expresan DLL3 pero no KDY66 con DLL3
eliminado;

Las figuras 19A - 19C muestran la capacidad de lo casos de conjugados seleccionados de la presente descripcion
para eliminar y/o suprimir el crecimiento de células tumorigénicas de ejemplo de pulmén in vivo;

Las figuras 20A - 20F representan la capacidad de los moduladores de conjugados de la presente descripcion para
eliminar sustancialmente tumores y prevenir la recurrencia del tumor in vivo consiguiendo emisiones duraderas en
ratones inmunodeficientes injertados con tumores ovaricos (Figura 20A), de pulmén (figuras 20B-20D) y de rifién (las
figuras 20B y 20F).; y

Las figuras 21A - 21F demuestran que los moduladores conjugados de la presente descripcién reducen la frecuencia
de células madre cancerosas tal como se determina mediante un ensayo de dilucion limitante (LDA) para dos
tumores de ejemplo pulmén de células pequefas, LU95 (figuras 21A -21C) y LU64 (figuras 21D-21F) donde las
Figuras 21A y 21D muestran el efecto de los conjugados sobre el crecimiento tumoral, las figuras 21B y 21B
muestran los resultados de la LDA vy las figuras 21C y 21F presentan graficamente la reduccién en la frecuencia de
células madre cancerosas provocada por el tratamiento con el conjugado de anticuerpo anti-DLL3 seleccionado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
1. Introduccién

[0040] Aunque la presente invencién puede realizarse de muchas formas diferentes, se describen en el presente
documento realizaciones ilustrativas especificas de la misma que ejemplifican los principios de la invencién. Debe
hacerse hincapié en que la presente invencion no se limita a las realizaciones especificas ilustradas. Por otra parte,
cualquier encabezado de las secciones usadas en este documento es sélo para fines de organizacion y no debe
interpretarse como limitante del objeto descrito. Por ultimo, para los fines de la presente descripcion todos los
nimeros de acceso de identificacion de secuencia se pueden encontrar en la base de datos de secuencia de
referencia NCBI (RefSeq) y/o la base de datos de secuencias archivadas NCBI GenBank®, a menos que se indique
lo contrario.

[0041] Como se discutié anteriormente, sorprendentemente, se ha encontrado que determinantes genotipicos y/o
fenotipicos de DLL3 estan asociados con diversos trastornos proliferativos, incluyendo neoplasia, que exhiben
caracteristicas neuroendocrinas, y que DLL3 y variantes o isoformas del mismo proporcionan marcadores tumorales
utiles que pueden ser explotados en el tratamiento de enfermedades relacionadas. Por otra parte, como se muestra
en la presente solicitud, inesperadamente se ha encontrado que los marcadores o determinantes de DLL3, tales
como la proteina DLL3 de superficie celular, se asocian terapéuticamente con células madre cancerosas (también
conocidas como células que perpetdan el tumor) y pueden ser explotados de manera efectiva para eliminar o
silenciar las mismas. La capacidad de reducir selectivamente o eliminar las células madre cancerosas (por ejemplo,
mediante el uso de moduladores de DLL3 conjugados) es particularmente sorprendente en que se sabe que dichas
células son generalmente resistentes a muchos tratamientos convencionales. Es decir, la e