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TERAPIA COMPLEMENTARIA CONTRA EL CANCER

Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad y el beneficio de la Solicitud Provisional
de los Estados Unidos Nro. 61/171.008, presentada el 20 de abril de 2009; la
Solicitud Provisional de los Estados Unidos Nro. 61/171.318, presentada el 21 de
abril de 2009; y de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos Nro. 61/181.195,
presentada el 26 de mayo de 2009, cuyos contenidos se incorporan en la presente
solicitud a modo de referencia.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere, en general, al tratamiento de enfermedades y
afecciones patolégicas humanas. Mas especificamente, la invencion se refiere al

uso de agentes antiangiogénicos en la terapia complementaria contra el cancer.

Antecedentes

El cancer es una de las amenazas mas nocivas para la salud humana. Solo
en los Estados Unidos, el cancer afecta casi 1,3 millones de nuevos pacientes por
ano, es la segunda causa principal de muerte después de la enfermedad
cardiovascular, y representa aproximadamente 1 de 4 muertes. Los tumores
sblidos son responsables de la mayoria de dichas muertes. Si bien ha habido
avances significativos en el tratamiento médico de ciertos tipos de cancer, la tasa
de sobrevida general de 5 afios para todos los tipos de cancer sélo ha mejorado
alrededor del 10% en los (Gltimos 20 afios. El cancer, o los tumores malignos,
hacen metastasis y crecen rapidamente de manera descontrolada, lo que dificulta
extremadamente fa deteccion temprana y el tratamiento.

La mayoria de los métodos actuales para el tratamiento del cancer son
relativamente no selectivos, y en general, se dirigen al tumor después de que el
cancer ha avanzado hasta un estado mas maligno. La cirugia remueve el tejido
enfermo; la radioterapia achica los tumores solidos; y la quimioterapia mata
rapidamente las células en divisién. La quimioterapia, en particular, provoca
numerosos efectos secundarios, en algunos casos, tan graves que limitan la
dosificacion que puede suministrarse, y en consecuencia, evitan el uso de
farmacos potencialmente eficaces. Ademas, el cancer a menudo desarrolla
resistencia a los farmacos quimioterapéuticos.
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Para la mayoria de los pacientes recientemente diagnosticados con cancer
operable, el tratamiento convencional es la cirugia definitiva, seguida de la
quimioterapia. Dicho tratamiento tiene el objetivé de remover la mayor cantidad de
la enfermedad primaria y metastasica posible, a fin de evitar la recurrencia y
mejorar la sobrevida. De hecho, la mayoria de estos pacientes no tienen evidencia
macroscopica de tumor residual luego de la cirugia. Sin embargo, muchos de ellos
desarrollan recurrencia mas adelante, y finalmente, pueden morir de Ila
enfermedad. Esto puede producirse, por ejemplo, cuando una pequefia cantidad
de celulas tumorales viables hicieron metastasis antes de la cirugia, escaparon a
la cirugia y no fueron detectadas luego de la cirugia debido a la limitacion de las
técnicas actuales de deteccion.

Por lo tanto, los tratamientos complementarios posoperatorios se tornaron
importantes como armas auxiliares a la cirugia, a fin de eliminar estas células
neoplasicas micrometastasicas residuales antes del nuevo desarrollo y de la
resistencia. Durante las Udltimas décadas, los avances en la terapia
complementaria en general se han incrementado, y se centraron en el uso de
diversos agentes quimioterapéuticos. Muchos regimenes quimioterapéuticos han
demostrado beneficios clinicos en el tratamiento complementario de pacientes con
indicaciones de cancer mayor en etapa temprana, tal como cancer de pulmon,
mama, y colorrectal. Strauss et al. J Clin Oncol., 22: 7019 (2004); International
Adjuvant Lung Cancer Trial Collaboration Group, N. Engl. J. Med., 350: 351-60
(2004). Moertet et al., Ann. Intern. Med., 122: 321-6 (1995); IMPACT. Lancet, 345:
939-44 (1995); Citron et al., J. Clin. Oncol., 21: 1431-9 (2003).

A pesar de los beneficios establecidos de la terapia complementaria sobre
la base de la quimioterapia, una limitacién importante asociada con la
quimioterapia de cualquier clase es la significativa toxicidad. En general, los
farmacos quimioterapéuticos no se dirigen al sitio del tumor, y no pueden
discriminar entre las células tumorales y las normales. La cuestién de la toxicidad
es especialmente desafiante en el contexto de complementario, debido a la larga
duracion del tratamiento y a su efecto duradero sobre la calidad de vida del
paciente. Asimismo, los beneficios de la quimioterapia complementaria en
pacientes con menor riesgo de recurrencia ain no son claros, lo que hace
cuestionable el uso de la quimioterapia en estos casos en relacién con sus efectos
secundarios.

La angiogénesis se refiere a una importante secuencia de eventos celulares

donde las células endoteliales vasculares proliferan, se cortan y se reorganizan
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para formar nuevos vasos a partir de la red vascular preexistente. Hay evidencia
vinculante de que el desarrollo de suministro vascular es esencial para los
procesos proliferativos normales y patoldgicos. El suministro de oxigeno y
nutrientes, al igual que la remocién de productos catabolicos, representan etapas
que limitan la tasa, en la mayoria de los procesos de desarrollo que se producen
en organismos multicelulares.

Si bien la induccion de nuevos vasos sanguineos se considera el modo
predominante de angiogénesis tumoral, la informacion reciente ha indicado que
algunos tumores pueden desarrollarse mediante la apropiacidon de vasos
sanguineos del huésped existentes. La vasculatura de opcién conjunta luego
retrocede, para conducir a la regresién tumoral, que finalmente es revertida por la
angiogenesis inducida por la hipoxia en el limite del tumor.

Uno de los reguladores positivos clave tanto de la angiogénesis normal
como de la anormal es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus
siglas en inglés)-A. VEGF-A es parte de una familia de genes que incluye
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y PIGF. VEGF-A se une
principalmente a dos tirosina quinasas de receptor de alta afinidad: VEGFR-1 (Fit—
1) y VEGFR-2 (FIk-1/KDR), estd ultima, la principal transmisora de sefales
mitdgenas de VEGF-A de células endoteliales vasculares. Ademas, la
neuropilina—1 se ha identificado como un receptor para las isoformas de VEGF-A
de union de heparina, y puede cumplir una funcién en el desarrollo vascular.

Ademas de ser un factor angiogénico, VEGF, como un factor de crecimiento
pleétropo, exhibe multiples efectos bioldgicos en otros procesos fisioldgicos, tales
como la supervivencia y proliferacion de células endoteliales, la permeabilidad
vascular y su vasodilatacion, la quimiotaxis de monocitos y la afluencia de calcio.
Asimismo, otros estudios han informado efectos mitogenos de VEGF sobre
algunos tipos celulares no endoteliales, tales como las células epiteliales de
pigmento retiniano, las células de conductos pancreaticos y las células de
Schwann.

El reconocimiento de VEGF como un regulador primario de la angiogénesis
en afecciones patolégicas ha conducido a numerosos intentos para bloquear las
actividades de VEGF en afecciones que involucran la angiogénesis patoldgica.

La expresion de VEGF es regulada en forma ascendente en la mayoria de
las enfermedades malignas, y la sobreexpresion de VEGF se correlaciona con una
etapa mas avanzada o con un peor pronéstico en muchos tumores séiidos. Por o

tanto, las moléculas que inhiben las vias de sefalizacion de VEGF se han utilizado
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para el tratamiento de tumores solidos relativamente avanzados donde se observa
la angiogénesis patologica.

Debido a que el cancer continta siendo una de las enfermedades mas
nocivas, se necesitan tratamientos adicionales, como la terapia complementaria.
La presente invencion se dirige a estas y otras necesidades, como sera evidente
por la resefia de la siguiente descripcién.

Sintesis de la invencién

El uso de antagonistas especificos de VEGF en combinacion con la
quimioterapia ha demostrado ser beneficiosa en pacientes con cancer, por
ejemplo, cancer colorrectal metastasico, cancer de pulmén de células no
pequefnas, cancer de mama, etc., si bien se sabe menos acerca del uso de
anticuerpos anti-VEGF en la terapia complementaria. La invencién descripta en la
presente solicitud se refiere a los resultados obtenidos en estudios clinicos del uso
complementario de AVASTIN® en sujetos humanos con céncer colorrectal no
metastasico.

En consecuencia, la invencidon caracteriza un método de terapia
complementaria, que comprende la administracion a un paciente con cancer, de
una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un
anticuerpo anti-VEGF, durante mas de un afio. En algunas realizaciones, el
método de terapia complementaria extiende ia sobrevida libre de enfermedad
(DFS, por sus siglas en inglés) o la sobrevida general (OS, por sus siglas en
inglés)) en el paciente. En algunas realizaciones, se evalta la DFS o la OS, por
ejemplo, se analiza alrededor de 2 a 5 afios luego del inicio del tratamiento.
Ademas, se provee un método de terapia complementaria que comprende la
administracion a un paciente con cancer, de una cantidad eficaz de un antagonista
especifico de VEGF, donde se previene o demora el avance del cancer durante el
tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento
activo dura mas de un afio. En algunas realizaciones, el avance del cancer se
previene o demora durante alrededor de 3 meses o 6 meses luego de que el
tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF ha cesado. Ademas, la
invencion provee un método de terapia complementaria que comprende la
administracion a un paciente con cancer, de una cantidad eficaz de un antagonista
especifico de VEGF, donde se previene o demora la recurrencia del cancer
durante el tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF, y donde el
tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF dura mas de un afio. En
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algunas realizaciones, la recurrencia del cancer se previene o demora durante
alrededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de que ha cesado el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF. En ciertas realizaciones, se administra al
paciente el antagonista especifico de VEGF luego de la cirugia definitiva. En
ciertas realizaciones, la terapia complementaria que comprende la administracion
del anticuerpo anti-VEGF se continGa durante por lo menos 2 afos, por lo menos
3 afios, por lo menos 4 afios, por lo menos 5 afios, por lo menos 10 afios 0 mas
luego del inicio del tratamiento.

La invencién provee un método de terapia complementaria, que comprende
la administracion a un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del
cancer, de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, de manera
de extender la DFS o la OS en el paciente, donde el antagonista especifico de
VEGF se administra durante mas de un afo. En algunas realizaciones, la DFS o la
OS se evallan alrededor de 2 a 5 afios luego del inicio del tratamiento. Ademas,
se provee un método de terapia complementaria, que comprende la administracién
a un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer, por ejemplo, de
un tumor primario, de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF,
donde se previene o demora el avance del cancer durante el tratamiento activo
con el antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura mas de
un ano. En algunas realizaciones, el avance del cancer se previene o demora
durante alrededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de que ha cesado el tratamiento
activo con el antagonista especifico de VEGF. La invencién provee adicionalmente
un método de terapia complementaria que comprende la administracién a un
paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer, por ejemplo, de un
tumor primario, de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF,
donde se previene o demora la recurrencia del cancer durante el tratamiento
activo con el antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF dura mas de un afio. En algunas realizaciones, la
recurrencia del cancer se previene 0 demora durante alrededor de 3,4, 5 6 6
meses luego de que ha cesado el tratamiento activo con el antagonista especifico
de VEGF. En ciertas realizaciones, la terapia complementaria que comprende la
administracion del anticuerpo anti-VEGF se contin(la durante alrededor de por lo
menos 2 afos, por lo menos 3 afios, por lo menos 4 afos, por lo menos 5 afos,
por lo menos 10 aftos o0 mas, luego del inicio del tratamiento.

La invencion ademas provee un método de tratamiento de un paciente que
se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer, por ejemplo, de un tumor



primario, que comprende la administracién al paciente, de terapia complementaria
que comprende una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, de
modo de extender la DFS o la OS en el paciente, donde e! antagonista especifico
de VEGF se administra durante mds de un afio. En algunas realizaciones, se
evalla la DFS o la OS, por ejemplo, se analiza alrededor de 2 a 5 afios luego del
inicio de! tratamiento. Se provee ademas un método de tratamiento de un paciente
que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer, por ejemplo, de un tumor
primario, que comprende la administracion al paciente, de terapia complementaria
que comprende una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, donde
se previene o demora el avance del cancer durante el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura méas de un
afo. En algunas realizaciones, el avance del cancer se previene o demora durante
airededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de que ha cesado el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF. La invencién provee adicionalmente un método
de tratamiento de un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer,
por ejemplo, de un tumor primario, que comprende la administracion al paciente de
terapia complementaria que comprende una cantidad eficaz de un antagonista
especifico de VEGF, donde se previene o demora la recurrencia del cancer
durante el tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF, y donde el
tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF dura mas de un afo. En
algunas realizaciones, la recurrencia del cancer se previene o demora durante
alrededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de que ha cesado el tratamiento activo con e!
antagonista especifico de VEGF. En ciertas realizaciones, el método comprende la
administracion del anticuerpo anti-VEGF durante por lo menos 2 afios, por lo
menos 3 afios, por lo menos 4 afios, por lo menos 5 afios, por lo menos 10 afios o
mas, luego del inicio del tratamiento.

La invencion ademas provee un método de prevencion o demora de la
recurrencia del cancer en un paciente, que comprende la administracion al
paciente, de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, por
ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF, durante mas de un afo, donde dicha
administracion del antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, anticuerpo anti—~
VEGF, previene la recurrencia del cancer. Asimismo, la invencién provee un
metodo de disminucion de la posibilidad de recurrencia del cancer en un paciente,
que comprende la administracion al paciente, de una cantidad eficaz de un
antagonista especifico de VEGF, por gjemplo, un anticuerpo anti-VEGF, durante

mas de un afio, donde dicha administracién del antagonista especifico de VEGF,



por ejemplo, anticuerpo anti-VEGF, disminuye la posibilidad de recurrencia del
cancer.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencién,
dicha administracion del antagonista especifico de VEGF previene o reduce la
posibilidad de aparicién de un tumor clinicamente detectable, o sus metastasis.

En cada uno de los métodos de la invencion, la administracién del
antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, anticuerpo anti-VEGF, se continda
durante por lo menos 2 afios, por lo menos 3 afios, por lo menos 4 afios, por lo
menos 5 afos, por lo menos 10 afios 0 mas, luego del inicio del tratamiento. En
algunas realizaciones, la administracién del antagonista especifico de VEGF, por
ejemplo, anticuerpo anti-VEGF, se continGa hasta la muerte.

En cada uno de los métodos de la invencién, el anticuerpo ant—VEGF
puede ser reemplazado por un antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, una
molécula de receptor de VEGF o molécula de receptor de VEGF quimérica, como
se describe a continuacion. El anticuerpo anti-VEGF puede ser un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo completamente humano, o un
anticuerpo humanizado. Ejemplos de anticuerpos Utiles en los métodos de la
invencién incluyen bevacizumab (AVASTIN®), G6-31, B20-4.1 y sus fragmentos.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VEGF comprende una region variable
de cadena pesada que comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVRQA
PGKGLEWVGWINTYTGEPTY AADFKRRFTF SLDTSKSTAY LQMNSLRAED
TAVYYCAKYPHYYGSSHWYF DVWGQGTLVT VSS (SEC. ID. NRO.: 1)

y una region variable de cadena liviana que comprende la siguiente
secuencia de aminoacidos:

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKVLIYF
TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ
GTKVEIKR (SEC. ID. NRO.: 2).

En ciertas realizaciones de los métodos de la invencion, el anticuerpo anti—
VEGF es bevacizumab.

Cada uno de los métodos de la invencion puede llevarse a la practica en
relacion con el tratamiento de tipos de céncer que incluyen, sin limitacion,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas particulares de
dichos tipos de cancer abarcan cancer de célula escamosa, cancer de pulmén de
células pequenas, cancer de pulmoén de células no pequefias, adenocarcinoma del

pulmén, carcinoma escamoso del pulmén, céancer del peritoneo, cancer
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hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer
cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer
de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino,
carcinoma de las glandulas salivares, cancer de rifién, cancer de préstata, cancer
renal, cancer de la vulva, cancer tiroideo, carcinoma hepatico, cancer géstrico,
melanoma y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello. En algunas realizaciones
de los métodos de la invencion, el sujeto tiene cancer colorrectal no metastasico.
En algunas realizaciones de los métodos de la invencién, el sujeto tiene cancer
colorrectal metastasico. En algunas realizaciones, el sujeto tiene carcinoma de
colon de etapa |l o etapa il resecado.

En realizaciones donde el sujeto ha sido sometido a la cirugia definitiva, el
antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, anticuerpo anti-VEGF, se
administra generalmente después de un periodo de tiempo en el cual el sujeto se
ha recuperado de la cirugia. Este periodo de tiempo puede incluir el periodo
necesario para la curacién de la herida, o para la curacién de la incision quirdrgica;
el periodo de tiempo necesario para reducir el riesgo de dehiscencia de la herida,
0 el periodo de tiempo necesario para que el sujeto retorne a un estado de salud
esencial similar o mejor al estado de saludo previo a la cirugia. El periodo entre la
finalizacion de la cirugia definitiva y la primera administracion del anticuerpo anti—
VEGF tambien puede incluir el periodo necesario para un descanso de farmacos,
donde el sujeto requiere o solicita un periodo de tiempo entre los regimenes
terapeuticos. En general, el periodo de tiempo entre la terminacion de la cirugia
definitiva y el comienzo de la terapia de anticuerpo anti-VEGF puede comprender
menos de 1 semana, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas (28 dias), 5
semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6
meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 1 afio, 2 afios, 3 afos,
o mas. En una realizacion, el periodo de tiempo entre la cirugia definitiva y la
administracion del anticuerpo anti-VEGF es superior a 2 semanas e inferior a 1 afio.
En una realizacién, el periodo de tiempo entre la cirugia definitiva y la administracién
del anticuerpo anti-VEGF es por [o menos 28 dias.

Cada uno de los aspectos anteriores puede incluir ademas el control del
sujeto para la deteccién de la recurrencia del cancer. El control puede lograrse,
por ejemplo, evaluando la sobrevida libre de enfermedad (DFS) o la sobrevida
general (OS). En una realizacion, la DFS o la OS se evalta aproximadamente 2 a
9 afos después del inicio del tratamiento. En una realizacion, el sujeto esta libre
de enfermedad durante por lo menos 1 a 5 afios después del tratamiento.
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De acuerdo con el tipo y la gravedad de la enfermedad, las dosificaciones
preferidas para el anticuerpo anti-VEGF, por ejemplo, bevacizumab, se describen
en esta solicitud, y pueden variar de aproximadamente 1 pugkg a
aproximadamente 50 mg/kg, con mayor preferencia, de airededor de 5 mg/kg a
alrededor de 15 mg/kg, lo que incluye, sin limitacion, 5 mg/kg, 7,5 mglkg o 10
mg/kg. La frecuencia de administracion variara conforme al tipo y la gravedad de
la enfermedad. Para las administraciones repetidas durante varios dias o periodos
mayores, de acuerdo con la afeccion, el tratamiento se sostiene hasta lograr el
efecto terapéutico deseado, medido por los métodos descriptos en esta solicitud o
conocidos en el arte. En un ejemplo, el anticuerpo anti-VEGF de la invencion se
administra una vez por semana, cada dos semanas, o cada tres semanas, en un
rango de dosis de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, que
incluye, sin limitaciéon, 5 mg/kg, 7,5 mg/kg o 10 mg/kg. Sin embargo, pueden ser
utiles otros regimenes de dosificacién. El avance de la terapia de la invencién es
controlado con facilidad por ensayos y técnicas convencionales.

En realizaciones adicionales de cada uno de los aspectos anteriores, el
antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, anticuerpc anti-VEGF, se
administra en forma local o sistémica (por ejemplo, por via oral o intravenosa). En
cierta realizacion, el tratamiento con un anticuerpo anti-VEGF se prolonga hasta
que el paciente ha estado libre del cancer durante un periodo de tiempo
seleccionado del grupo que consiste en 1 afio, 2 afios, 3 afios, 4 afios, 5 arios, 6
afios, 7 anos, 8 afios, 9 afios, 10 afos, 11 afios y 12 afios.

En otras realizaciones, el tratamiento con el antagonista especifico de
VEGF es una monoterapia o una monoterapia para la duracion de! periodo de
tratamiento con el antagonista especifico de VEGF, segun lo evaluado por el
médico o o descripto en esta solicitud.

En otras realizaciones, el tratamiento con el antagonista especifico de
VEGF se realiza en combinacién con una terapia antineoplasica adicional, que
incluye, sin limitacion, la cirugia, la terapia de radiacidn, quimioterapia, terapia de
diferenciacion, bioterapia, terapia inmunitaria, un inhibidor de la angiogénesis y un
compuesto antiproliferativo. E| tratamiento con el antagonista especifico de VEGF
ademas puede comprender cualquier combinacion de los tipos anteriores de
regimenes terapéuticos. Asimismo, pueden usarse agentes citotéxicos, agentes
antiangiogenicos y antiproliferativos en combinacién con el antagonista especifico
de VEGF. En una realizacion, la terapia antineoplasica es quimioterapia. Por

ejemplo, el agente quimioterapéutico se selecciona, por ejemplo, de agentes
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alquilantes, antimetabolitos, analogos de &cido folico, analogos de pirimidina,
analogos de purina e inhibidores relacionados; alcaloides de las vincas,
epipodofilotoxins, antibiéticos, L-asparaginasa, inhibidor de la topoisomerasa,
interferones, complejos de coordinacion de platino, urea sustituida con
antracenodiona, derivados de metil hidrazina, supresor corticosuprarrenal,
adrenocorticoesteroides, progestagenos, estrégenos, antiestrogenos, andrégenos,
antiandrégenos, analogo de la hormona liberadora de gonadotropina, etc. En
algunos aspectos, el agente quimioterapéutico y el antagonista especifico de
VEGF se administran en forma concurrente.

En las realizaciones que incluyen una terapia antineoplasica adicional, el
sujeto puede tratarse adicionalmente con la terapia antineoplasica adiciona! antes
o después de la administracién del antagonista especifico de VEGF, o durante
dicha administracion (por ejemplo, en forma simultanea). En una realizacion, la
terapia antineoplasica es quimioterapia, que incluye la administracién de
oxaliplatino, 5—fluoruracilo, leucovorina ¢ sus combinaciones. En una realizacion,
el antagonista especifico de VEGF, administrado solo o con una terapia
antineoplasica, puede administrarse como terapia de mantenimiento.

El metodo de la invencion ademas es conveniente en la prevencion de la
recurrencia de un tumor, o el nuevo crecimiento de un tumor, por ejemplo, un
tumor latente que persiste luego de la remocion del tumor primario, o en la
reduccidn o prevencién de la aparicion o proliferacion de micrometastasis.

En realizaciones adicionales de cada uno de los aspectos anteriores de la
iInvencion, el antagonista especifico de VEGF se administra en una cantidad o
durante un tiempo (por ejemplo, para un régimen terapéutico particular en funcion
del tiempo) de manera de incrementar o extender (por ejemplo, el 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% o mas) la sobrevida de un sujeto que se ha
sometido a la cirugia definitiva a fin de tratar el cancer colorrectal. En un ejemplo,
la sobrevida se mide como DFS u OS en el sujeto, donde la DFS o la OS se
evalua alrededor de 2 a 5 afios luego del inicio del tratamiento complementario
con un antagonista especifico de VEGF. En algunas realizaciones adicionales, el
antagonista especifico de VEGF se usa para prevenir o disminuir la posibilidad de
la recurrencia de! cancer, o el avance del cancer en el sujeto.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de
la siguiente descripcion detaillada, los dibujos y las reivindicaciones.
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Breve descripcion de los dibujos.

La FIGURA 1 representa el régimen de tratamiento para el ensayo C-08.
Grupo A: FOLFOX6 modificado (oxaliplatino (85 mg/m? con leucovorina
concurrente (400 mg/m?) y 5-FU (400 mg/m?, bolo IV) el Dia 1 y 5-FU (2400
mg/m? durante 46 horas el Dia 1 y el Dia 2), q 14 dias durante 12 ciclos (6
meses). Grupo B: FOLFOX6 modificado, q 14 dias durante 12 ciclos mas
bevacizumab administrado antes de oxaliplatino el Dia 1 de cada ciclo de
quimioterapia (5 mg/kg, V), q 14 dias durante 1 afio.

La FIGURA 2 representa el disefio de estudio para el ensayo NSABP C—-08.
Grupo 1: FOLFOX6 modificado (oxaliplatino (85 mg/m?) con leucovorina
concurrente (400 mg/m?) y 5-FU (400 mg/m?, bolo IV) el Dia 1, y 5-FU (2400
mg/m?) durante 46 horas el Dia 1 y el Dia 2), q 14 dias durante 12 ciclos (6
meses). Grupo 2: FOLFOX6 modificado, q 14 dias durante 12 ciclos mas
bevacizumab administrado antes de oxaliplatino el Dia 1 de cada ciclo de
quimioterapia (5 mg/kg IV), q 14 dias durante 1 afo.

Descripcién detailada,

). Definiciones.

El término "VEGF” o "VEGF-A” se usa para hacer referencia al factor de
crecimiento celular endotelial vascular humano de 165 aminodcidos, y factores de
crecimiento celular endotelial vascular humanos relacionados de 121, 145, 189, y
208 aminoacidos, como io describen, por ejemplo, Leung et al., Science, 246:
1306 (1989), y Houck ef al. Mol. Endocrin., 5: 1806 (1991), junto con sus formas
alélicas naturales y procesadas. VEGF-A es parte de una familia de genes que
incluye VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y PIGF. VEGF-A se une
principalmente a dos tirosina quinasas de receptor de alta afinidad: VEGFR—-1 (Flt-
1) y VEGFR-2 (Flk-1/KDR), esta dltima, la principal transmisora de sefiales de
VEGF-A mitdgenas de células endoteliales vasculares. Asimismo, la neuropilina—1
se ha identificado como un receptor para las isoformas de VEGF-A de unién de
heparina, y puede cumplir una funcidn en el desarrollo vascular. El término “VEGF”
0 "VEGF-A” también se refiere a VEGF de especies no humanas, tales como
raton, rata o primate. A veces, el VEGF de una especie especifica se indica
mediante términos tales como hVEGF, para VEGF humano, o0 mVEGF, para
VEGF murino. El término “VEGF” también se usa para hacer referencia a formas
truncadas o fragmentos del polipéptido, que comprenden los aminoacidos 8 a 109
6 1 a 109 del factor de crecimiento celular endotelial vascular humano de 165

aminoacidos. La referencia a cualquiera de dichas formas de VEGF puede
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identificarse en la presente solicitud, por ejemplo, por “VEGF (8-109)", “VEGF (1—
109)" o “VEGF165". Las posiciones de amincacidos para un VEGF nativo
“truncado” se numeran como se indica en la secuencia de VEGF nativa. Por
ejemplo, la posicion de aminoacido 17 (metionina) en VEGF nativo truncado es
también |a posicidén 17 (metionina) en VEGF nativo. EI VEGF nativo truncado tiene
afinidad de unién para los receptores KDR y Fit—1 comparable con VEGF nativo.

Un “anticuerpo anti-VEGF” es un anticuerpo que se une a VEGF con
suficiente afinidad y especificidad. El anticuerpo seleccionado normalmente tendra
una afinidad de union para VEGF; por ejemplo, el anticuerpo puede unirse a
hVEGF con un valor Kd de entre 100 nM y 1 pM. Las afinidades de anticuerpo
pueden determinarse, por ejemplo, por medio de un ensayo sobre la base de la
resonancia de plasmoén de superficie (tal como el ensayo BlAcore descripto en la
Publicacién de Solicitud PCT Nro. WO 2005/012359); un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA); y ensayos de competicién (por
ejemplo, RIA). En ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-VEGF de la invencién
puede usarse como agente terapéutico que se dirige a enfermedades o afecciones
donde participa la actividad de VEGF, e interfiere con ellas. Ademas, el anticuerpo
puede someterse a otros ensayos de actividad biologica, por ejemplo, a fin de
evaluar su eficacia como agente terapéutico. Dichos ensayos son conocidos en el
arte, y dependen del antigeno blanco y del uso propuesto para e! anticuerpo.
Ejemplos incluyen el ensayo de inhibicion HUVEC, ensayos de inhibicién de
crecimiento de células tumorales (como se describe en el documento WO
89/06692, por ejemplo);, ensayos de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC, segin su sigla en inglés) y citotoxicidad mediada por
complemento (CDC, segun su sigla en inglés) (Patente de los Estados Unidos Nro.
5.500.362); y ensayos de actividad agonista o hematopoyesis (ver el documento
WO 95/27062). Un anticuerpo anti-VEGF habitualmente no se unira a otros
homoélogos de VEGF tales como VEGF-B o VEGF~C, ni a otros factores de
crecimiento tales como PIGF, PDGF o bFGF.

Un “antagonista de VEGF” se refiere a una molécula capaz de neutralizar,
bloguear, inhibir, anular o reducir las actividades de VEGF, o de interferir con
dichas actividades, que incluyen su unién a uno o mas receptores de VEGF. Los
antagonistas de VEGF incluyen anticuerpos anti-VEGF y sus fragmentos de unién
de antigeno; moléculas de receptor y derivados que se unen especificamente a
VEGF, para secuestrar asi su unidn a uno o méas receptores; anticuerpos de
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receptor anti-VEGF y antagonistas de receptor VEGF tales como inhibidores de
molécula pequefia de las tirosina quinasas de VEGFR.

Un polipéptido de “secuencia nativa” comprende un polipéptido que tiene la
misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido derivado de la naturaleza. De
este modo, un polipéptido de secuencia nativa puede tener la secuencia de
aminoacidos de polipéptido natural de cualquier mamifero. Dicho polipéptido de
secuencia nativa puede ser aislado de la naturaleza o puede ser producido por
medios de sintesis o biotecnoldgicos. E! término polipéptido de "secuencia nativa"
contempla especificamente formas secretadas o truncadas naturales del
polipéptido (por ejemplo, una secuencia de dominio extracelular), formas variantes
naturales (por ejemplo, formas alternativamente empalmadas) y variantes alélicas
naturales del polipéptido.

Una “variante” de polipéptido significa un polipéptido bioldgicamente activo
que tiene por lo menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia de
aminoacidos con respecto al polipéptido de secuencia nativa. Dichas variantes
incluyen, por ejemplo, polipéptidos donde se agregan o deletean uno o mas residuos
de aminoacidos, en el término N o C del polipéptido. ComUnmente, una variante
tendra por lo menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia de
aminodcidos, mas preferentemente, por lo menos alrededor de 90% de identidad
de secuencia de aminoacidos, y aun mas preferentemente, por lo menos alrededor
de 85% de identidad de secuencia de aminoacidos, con respecto al polipéptido de
secuencia nativa.

El término "anticuerpo” se usa en el mas amplio sentido, e incluye
anticuerpos monoclonal (que abarcan anticuerpos monaclonales de longitud
completa o intactos), anticuerpos policlonales, anticuerpos multivalentes,
anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos
de anticuerpos (ver a continuacién), siempre que exhiban la actividad biolégica
deseada.

A lo largo de la presente memoria descriptiva y de las reivindicaciones, la
numeracion de los residuos en una cadena pesada de inmunoglobulina es aquella
del indice EU como se describe en la referencia de Kabat ef al, Sequences of
Proteins of Immunological Interest 5th Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991), expresamente incorporada en la
presente solicitud a modo de referencia. El “indice EU como en la referencia de
Kabat” se refiere a la numeracion de residuos del anticuerpo EU IgG1 humano.

El “Kd” o “valor Kd" de acuerdo con esta invencion, en una realizacion, se
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mide por medio de un ensayo de unidon de VEGF radiomarcado (RIA) efectuado
con la version Fab del anticuerpo y una molécula VEGF, como se describe por
medio del siguiente ensayo que mide la afinidad de unién de solucién de Fab para
VEGF, mediante el equilibrio de Fab con una concentracion minima de VEGF(109)
marcada con ('*°l) en presencia de una serie de valoracién de VEGF no marcado,
luego la captura de VEGF ligado con una placa revestida con anticuerpo anti~Fab
(Chen, ef al. (1999), J. Mol. Biol, 293. 865-881). A fin de establecer las
condiciones para el ensayo, se revisten placas de microvaloracion (Dynex) durante
la noche con 5 ug/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) en
carbonato de sodio, 50 mM (pH 9,6}, y posteriormente, se bloquean con albimina
de suerc bovino al 2% (p/v) en PBS durante dos a cinco horas, a temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no adsorbente (Nunc #269620),
se mezclan 100 pM o 26 pM de ['**I[VEGF(109) con diluciones seriales de un Fab
de interes (por ejemplo, Fab—12, (referencia de Presta ef al. (1997): Cancer Res.,
97: 4593-4599). El Fab de interés luego se incuba durante la noche; sin embargo,
la incubacion puede continuar durante un periodo de 65 horas, a fin de garantizar
el logro de equilibrio. A continuacion, las mezclas se transfieren a la placa de
captura para la incubacion a temperatura ambiente durante una hora. Luego se
remueve la solucidn, y la placa se lava ocho veces con Tween-20 al 0,1% en PBS.
Una vez secadas las placas, se agregan 150 ulfreceptaculo de centellante
(MicroScint-20; Packard), y las placas se someten a recuento en un contador
gamma Topcount (Packard) durante diez minutos. Las concentraciones de cada
Fab que proporcionan menos del 20%, o igual al 20%, de unién maxima se
seleccionan para el uso en ensayos de unién competitiva. De acuerdo con otra
realizacion, se mide el Kd o valor Kd usando ensayos de resonancia de plasmoén
de superficie, empleando un instrumento BIACORE™-2000, o un instrumento
BIACORE™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ), a 25°C, con chips CM5 de
hVEGF(8-109) inmovilizado a ~10 unidades de respuesta (UR). Brevemente, se
activan chips biosensores de dextrano carboximetilado (CM5, BlAcore Inc., con
clorhidrato de N—etil-N'-(3—dimetilaminopropil)—carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se
diluye VEGF humano con acetato de sodio, 10 mM, pH 4.8, a 5 pgfml (~ 0,2 uM),
antes de [a inyeccion con un caudal de 5 plminuto, a fin de lograr
aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Luego de
la inyeccién de VEGF humano, se inyecta etanolamina, 1 M, de manera de
bloquear los grupos no reaccionados. Para las mediciones deé cinética, se inyectan
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diluciones dobles sucesivas de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con 0,05% de
Tween—-20 (PBST (sigla en inglés de "solucion salina regulada con fosfato con
Tween 20") a 25°C, con un caudal de aproximadamente 25 pl/min. Se calculan los
indices de asociacion (ko) y los indices de disociaciéon (k.s) usando un simple
modelo de unién Langmuir de uno a uno (BIACORE® Evaluation Software version
3.2), mediante la adaptacion simultanea de los sensogramas de asociacién y de
disociacidon. Se calcula la constante de disociacion de equilibrio (Kd) como la
relacion Kqukon. Ver, por ejemplo, la referencia de Chen, Y. et al. (1999): J. Mol
Biol., 293: 865-881. Si el indice de asociacion excede 10° M~ S~ por el ensayo
de resonancia de plasmoén de superficie anterior, entonces puede determinarse el
indice de asociacién usando una técnica de apagado fluorescente que mide el
incremento o la disminucién de la intensidad de emisidn de fluorescencia
(excitacion = 285 nm; emisién = 340 nm; pase de banda de 16 nm) a 25°C, de un
anticuerpo anti-VEGF, 20 nM (forma Fab), en PBS, pH 7,2, en presencia de
concentraciones crecientes de la forma corta de VEGF humano (8-109) o VEGF
de raton, medido en un espectrémetro, tal como un espectrofotémetro equipado
con flujo de detenciéon (Aviv Instruments), o un espectrofotémetro 8000-series
SLM-AMINCO (ThermoSpectronic) con una probeta agitada.

Un anticuerpo de “blogueoc” o anticuerpo “antagonista” es aquel que inhibe o
reduce la actividad bioloégica del antigeno al que se une. Por ejemplo, un
anticuerpo antagonista especifico de VEGF se une a VEGF e inhibe la capacidad
de VEGF para inducir la proliferacion celular endotelial vascular o para inducir la
permeabilidad vascular. Los anticuerpos de blogueo o anticuerpos antagonistas
preferidos inhiben por completo la actividad bioldgica del antigeno.

A menos que se indique lo contrario, la expresion “anticuerpo multivalente”
se usa a lo largo de esta memoria descriptiva para denotar un anticuerpo que
comprende tres 0 mas sitios de union de antigeno. Por ejemplo, el anticuerpo
multivalente se disefa para tener los tres 0o mas sitios de unién de antigeno, y
generalmente, no es un anticuerpo IgA o IgM de secuencia nativa.

Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden solo una porcién de un
anticuerpo intacto, que, en general, incluye un sitio de union de antigeno del
anticuerpo intacto, y en consecuencia, retiene la capacidad de unir antigeno.
Ejemplos de fragmentos de anticuerpos contemplados por la presente definicion
incluyen: (i) el fragmento Fab, que tiene dominios VL, CL, VH y CH1; (i) el
fragmento Fab’, que es un fragmento Fab que tiene uno o mas residuos cisteina
en el término C del dominio CH1; (iii) el fragmento Fd, que tiene dominios VH vy
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CH1; (iv) el fragmento Fd', que tiene dominios VH y CH1 y uno o més residuos
cisteina en el término C del dominio CH1; (v) el fragmento Fv, que tiene los
dominios VL y VH de un solo grupo de un anticuerpo; (vi) el fragmento dAb (Ward
et al., Nature, 341, 544-546 (1989)), que consiste en un dominio VH; (vii) regiones
CDR aisladas; (viii) fragmentos F(ab');, un fragmento bivalente que incluye dos
fragmentos Fab’ ligados por un puente de disulfuro en la regién de bisagra; (ix)
moléculas de anticuerpo de cadena simple (por ejemplo, Fv de cadena simple;
scFv) (Bird et al., Science, 242: 423-426 (1988); y Huston ef al., PNAS (USA) 85:
5879-5883 (1988)); (x) “diacuerpos”, con dos sitios de unién de antigeno, que
comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio
variable de cadena liviana (VL) en la misma cadena de polipéptide (ver, por
ejemplo, EP 404.097;, WO 93/11161; y Hollinger ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90: 6444-6448 (1983)); (xi) “anticuerpos lineales”, que comprenden un par de
fragmentos Fd uno tras otro (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de
cadena liviana complementarios, forman un par de regiones de unién de antigeno
(Zapata ef al.,, Protein Eng., 8 (10). 1057-1062 (1995); y Patente de los Estados
Unidos Nro. 5.641.870).

El termino “anticuerpo monoclonal”, de acuerdo con la presente solicitud, se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién
son idénticos, excepto posibles mutaciones naturales que pueden presentarse en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, y
se dirigen contra un solo antigenc. Ademas, en contraste a las preparaciones de
anticuerpos policlonales que habitualmente incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra distintos determinantes (epitopos), cada anticuerpc monoclonal se
dirige contra un solo determinante en el antigeno. El modificador “monoclonal” no
debe interpretarse como la necesidad de la produccién del anticuerpo por ningln
método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales por ser utilizados de
acuerdo con la presente invencién pueden prepararse por el método de hibridoma
descripto por primera vez por Kohler ef al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden
prepararse por metodos de ingenieria genética (ver, por ejemplo, la Patente de los
Estados Unidos Nro. 4.816.567). Los “anticuerpos monocionales” también pueden
ser aislados de genotecas de anticuerpos de fagos usando las técnicas descriptas,
por ejemplo, en la referencia de Clackson ef al., Nature, 352: 624-628 (1991), o en
la referencia de Marks et al., J. Mol Biol., 222: 581-597 (1991).

Un fragmento “Fv" es un fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de
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unién y reconocimiento de antigeno completo. Esta region consiste en un dimero
de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena liviana en estrecha
asociacion, que pueden ser de naturaleza covalente, por ejemplo, en scFv. En
esta configuracion, las tres CDR de cada dominio variable interactian para definir
un sitio de unidn de antigeno sobre la superficie del dimero VgV,
Colectivamente, las seis CDR o un subgrupo de estas confieren especificidad de
unién de antigeno al anticuerpo. Sin embargo, aun un solo dominio variable (o la
mitad de un Fv que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) tiene
la capacidad de reconocer y unir antigeno, si bien, habitualmente, a una menor
afinidad que el sitio de unién entero.

De acuerdo con esta solicitud, el “dominio variable de anticuerpo” se refiere
a las porciones de las cadenas liviana y pesada de moléculas de anticuerpo que
incluyen secuencias de aminodcidos de regiones de determinacion de
complementariedad (CDR, segin su sigla en inglés; es decir, CDR1, CDR2 y
CDR3), y regiones de marco (FR, segin su sigla en inglés). El término Vy se
refiere al dominio variable de la cadena pesada (H: heavy (pesada)). El término V,_
se refiere al dominio variable de la cadena liviana (L: /ight (liviana)). Conforme a
los métodos utilizados en esta invencion, las posiciones de amino4cidos
asignadas a las CDR y FR pueden definirse de acuerdo con Kabat (Sequences of
Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md.,
1987 and 1991)). La numeracién de aminoacidos de los anticuerpos o fragmentos
de unidn de antigeno también es de acuerdo con aquella de Kabat.

De acuerdo con la presente solicitud, el término “regiones de determinacion
de complementariedad” (CDR; es decir, CDR1, CDR2 y CDR3) se refiere a los
residuos de aminoacidos de un dominio variable de anticuerpo cuya presencia es
necesaria para la union de antigeno. Cada dominio variable tipicamente tiene tres
regiones CDR identificadas como CDR1, CDR2 y CDR3. Cada region de
determinacion de complementariedad puede comprender residuos de aminoacidos
de una “region de determinaciéon de complementariedad” como es definida por
Kabat (es decir, aproximadamente los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97
(L3) en el dominio variable de cadena liviana, y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102
(H3), en el dominio variable de cadena pesada; Kabat et al, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, Nationai
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)), o aquellos residuos de una “anilla
hipervariable” (es decir, aproximadamente los residuos 26-32 (L1), 50~52 (L2) y
91-96 (L3) en el dominio variable de cadena liviana, y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y
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96-101 (H3), en el dominio variable de cadena pesada; Chothia and Lesk, J. Mo!.
Biol., 196: 901-917 (1987)). En algunos casos, una regién de determinaciéon de
complementariedad puede incluir aminoacidos tanto de una regién CDR definida
de acuerdo con Kabat, como de una anilla hipervariable. Por ejemplo, la CDRH1
de la cadena pesada del anticuerpo 4D5 incluye los aminoacidos 26 a 35.

Las “regiones de marco” (de aqui en adelante, FR, seg(n su sigla en inglés)
son aquellos residuos de dominio variable diferentes de los residuos de CDR.
Cada dominio variable tipicamente tiene cuatro FR, identificadas como FR1, FR2,
FR3 y FR4. Si las CDR se definen de acuerdo con Kabat, los residuos FR de
cadena liviana se posicionan aproximadamente en los residuos 1-23 (LCFR1),
3549 (LCFR2), 57-88 (LCFR3) y 98-107 (LLCFR4), vy los residuos FR de cadena
pesada se posicionan aproximadamente en los residuos 1-30 (HCFR1), 36—49
(HCFR2), 66-84 (HCFR3) y 103-113 (HCFR4), en los residucs de cadena
pesada. Si las CDR comprenden residuos de aminoacidos de anillas
hipervariables, los residuos FR de cadena liviana se posicionan aproximadamente
en los residuos 1-25 (LCFR1), 33—49 (LCFR2), 53-90 (LCFR3) y 97-107 (LCFR4)
en la cadena liviana, y los residuos FR de cadena pesada se posicionan
aproximadamente en los residuos 1-25 (HCFR1), 33-52 (HCFR2), 56-95
(HCFR3) y 102-113 (HCFR4) en los residuos de cadena pesada. En algunos
casos, cuando la CDR comprende aminoacidos tanto de una CDR definida por
Kabat, como aquellos de una anilla hipervariable, los residuos FR se ajustaran en
forma consecuente. Por ejemplo, cuando CDRH1 incluye los aminoacidos H26—
H35, los residuos FR1 de cadena pesada se encuentran en las posiciones 1-25, y
los residuos FR2, en las posiciones 36—49.

El fragmento “Fab” contiene un dominio variable y uno constante de la
cadena liviana, y un dominio variable y el primer dominio constante (CH1) de la
cadena pesada. Los fragmentos de anticuerpos F(ab'); comprenden un par de
fragmentos Fab que, en general, estan covalentemente ligados cerca de sus
terminos carboxi por medio de cisteinas de bisagra entre ellos. Se conocen
también en el arte otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Los fragmentos de anticuerpos "Fv de cadena simple” o "scFv" comprenden
los dominios Vy y V. de anticuerpo, donde estos dominios se presentan en una
sola cadena de polipéptido. En general, el polipéptido Fv ademas comprende un
conector de polipéptido entre los dominios Vi y V|, lo que permite que el scFv
forme la estructura deseada para la union de antigeno. Para una resefa de scFv,
ver, por ejemplo, la referencia de Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal
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Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York,
1994, pp. 269-315.

El término "diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos
con dos sitios de union de antigeno, donde dichos fragmentos comprenden un
dominio variable de cadena pesada (V4) conectado a un dominio variable de
cadena liviana (V) en la misma cadena de polipéptido (V4 y Vi). Mediante el uso
de un conector demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos
dominios en la misma cadena, los dominios estan obligados a emparejarse con los
dominios complementarios de otra cadena, y crean dos sitios de union de
antigeno. Los diacuerpos se describen en mayor detalle, por ejemplo, en los
documentos EP 404.097; WO 93/11161; y en la referencia de Hollinger et al. Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 90: 64446448 (1993).

La expresion "anticuerpos lineales" se refiere a los anticuerpos descriptos
en la referencia de Zapata et al., Profein Eng., 8 (10): 1057-1062 (1995). En
resumen, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd uno tras otro
(Vi—Cn1-Vu—Cu1) que, junto con polipéptidos de cadena liviana complementaria,
forman un par de regiones de unién de antigeno. Los anticuerpos lineales pueden
ser biespecificos o0 monoespecificos.

Los anticuerpos monoclonales de la presente solicitud incluyen anticuerpos
"quiméricos” (inmunoglobulinas), donde una porcién de la cadena pesada y/o
liviana es idéntica u homologa a las correspondientes secuencias en anticuerpos
derivados de una especie particular, o que pertenecen a una clase o subclase de
anticuerpos particular, mientras que el resto de la cadena es idéntica u homdéloga
a las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de otra especie o que
pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, al igual que fragmentos de
dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biolégica deseada (ver, por
ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nro. 4.816.567; y la referencia de
Morrison et al., Proc. Nall. Acad. Sci., USA, 81: 6851-6855 (1984)).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo,
murinos) son anticuerpos quiméricos que contienen secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. En su mayoria, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) donde residuos de una regioén
hipervariable del receptor est4n reemplazados por residuos de una region
hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como raton,
rata, conejo o primate no humano, que tiene la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, los residuos de region de marco (FR) Fv de la
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inmunoglobulina humana estan reemplazados por correspondientes residuos no
humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos
gue no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas
modificaciones se efectian a fin de refinar adicionalmente el comportamiento del
anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la
totalidad de por lo menos uno, y habitualmente, dos, dominios variables, donde la
totalidad, o sustancialmente la totalidad de las anillas hipervariables corresponden
a aquellas de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas
las regiones FR son aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana. El
anticuerpoc humanizado ademés comprendera, opcionalmente, por lo menos una
porcion de una regiéon constante de inmunoglobulina (Fc), habitualmente, aquella
de una inmunoglobulina humana. Para mayores detalles, ver, por ejemplo, las
referencias de Jones et al, Nature, 321. 522-525 (1986); Riechmann ef al.:
Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).
Un "anticuerpo humano" es aquel que posee una secuencia de aminoacidos
que corresponde a aquella de un anticuerpo producido por un humano, o que ha
sido producido usando cualquiera de las técnicas para la preparacién de
anticuerpos humanos reveladas en la presente solicitud. Esta definicion de un
anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que
comprende residuos de unién de antigeno no humanos. Los anticuerpos humanos
pueden producirse usando diversas técnicas conocidas en el arte. En una
realizacién, el anticuerpo humano se seleccién de una genoteca de fagos, donde
dicha genoteca de fagos expresa anticuerpos humanos (Vaughan et al., Nature
Biotechnology, 14: 309-314 (1996): Sheets et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 95: 6157~
6162 (1998); Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al.,
J. Mol. Biol., 222: 581 (1991)). Los anticuerpos humanos pueden prepararse
también mediante la introduccion de foci (lugares) de inmunoglobulina humana en
animales transgénicos, por ejemplo, ratones, donde los genes de inmuncglobulina
enddgenos han sido parcial o completamente inactivados. Con el desafio, se
observa |a produccién de anticuerpo humano, que se asemeja estrechamente a
aquella observada en humanos en todos los aspectos, que incluyen Ila
redisposicién de genes, el montaje y el repertorio de anticuerpos. Este enfoque se
describe, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nros. 5.545.807;
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016, y en las siguientes
publicaciones cientificas: Marks et al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992);
Lonberg ef al, Nature, 368. 856-859 (1994); Morrison, Nature, 368: 812—13



21

(1994); Fishwild et al, Nature Biotechnology, 14: 845-51 (1996); Neuberger,
Nature Biotechnology, 14: 826 (1996); Lonberg and Huszar, Intern. Rev. Immunol.,
13:65-93 (1995). Alternativamente, el anticuerpe humano puede prepararse
mediante la inmortalizacién de linfocitos B humanos que producen un anticuerpo
dirigido contra un antigeno blanco (dichos linfocitos B pueden ser recuperados de
un individuo o pueden haber sido inmunizados in vitro). Ver, por ejemplo, las
referencias de Cole et al, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol.,, 147 (1): 86-95 (1991); y Patente de
los Estados Unidos Nro. 5.750.373.

Un anticuerpo "madurado para afinidad" es aquel con una ¢ mas
alteraciones en una o mas de sus CDR, que logran una mejoria en la afinidad del
anticuerpo para el antigeno, en comparacién con un anticuerpo progenitor que no
posee dichas alteraciones. Los anticuerpos madurados para afinidad preferidos
tendran afinidades nanomolares o aun picomolares para el antigeno blanco. Los
anticuerpos madurados para afinidad se producen mediante procedimientos
conocidos en el arte. Marks et al.: Bio/Technology, 10: 779-783 (1992), describen
la maduracién para afinidad por medio de la mezcla de dominios VH y VL. La
mutagénesis de azar de residuos de marco y/0 CDR es descripta por: Barbas ef
al.. Proc Nat. Acad. Sci. USA, 91: 3809-3813 (1994); Schier et al., Gene, 169:
147-155 (1995); Yelton ef al., J. Immunol, 155; 1994-2004 (1995); Jackson et al.,
J. Immunol. 154 (7). 3310-9 (1995); y Hawkins et al, J. Mol. Biol., 226: 889-896
(1992).

Un “sitio de unién de antigeno funcional” de un anticuerpo es aquel que es
capaz de unién a un antigeno blanco. La afinidad de unién de antigeno del sitio de
union de antigeno no es necesariamente tan fuerte como la del anticuerpo
progenitor del cual deriva el sitio de unién de antigeno, si bien la capacidad de
union de antigeno debe ser mensurable usando cualquiera de una diversidad de
meétodos conocidos para la evaluacién de la unién de anticuerpo a un antigeno.
Ademas, la afinidad de unién de antigeno de cada uno de los sitios de unién de
antigeno de un anticuerpo muitivalente de esta invencién no necesariamente debe
ser la misma desde el punto de vista cuantitativo. Para los anticuerpos
multiméricos de esta invencion, la cantidad de sitios de unidn de antigeno
funcionales puede evaluarse usando el analisis de ultracentrifugacion que se
describe en el Ejemplo 2 de la Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados
Unidos Nro. 20050186208. De acuerdo con este método de analisis, se combinan

diferentes relaciones de antigeno blanco a anticuerpo multimérico, y el peso
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molecular promedio de los complejos se calcula asumiendo diferentes numeros de
sitios de unidn funcionales. Estos valores tedricos se comparan con los valores
experimentales reales obtenidos, a fin de evaluar la cantidad de sitios de unién
funcionales.

Un anticuerpo que tiene una “caracteristica biolégica” de un anticuerpo
designado es aquel que posee una o mas de las caracteristicas biolégicas de
dicho anticuerpo que lo distinguen de otros anticuerpos que se unen al mismo
antigeno.

A fin de detectar sistematicamente anticuerpos que se unen a un epitopo en
un antigeno ligado por un anticuerpo de interés, puede efectuarse un ensayo de
bloqueo cruzado de rutina, tal como aquel descripto en la referencia titulada:
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and
David Lane (1988).

Un "anticuerpo dependiente de la especie” es un anticuerpo que tiene una
afinidad de unién mas fuerte para un antigeno de una primera especie de
mamifero, que para un homélogo de dicho antigeno de una segunda especie de
mamifero. Normalmente, e! anticuerpo dependiente de la especie se "une de
manera especifica” a un antigeno humano (es decir, tiene un valor de afinidad de
union (Kg) no superior a alrededor de 1 x 107" M, preferentemente, no superior a
alrededor de 1 x 10™® M, y con mayor preferencia, no superior a alrededor de 1 x
107 M), si bien tiene una afinidad de unién para un homologo del antigeno de una
segunda especie de mamifero no humana que es por lo menos aproximadamente
50 veces, por lo menos aproximadamente 500 veces o por lo menos
aproximadamente 1000 veces mas débil que su afinidad de union para el antigeno
humano. El anticuerpo dependiente de la especie puede ser cualquiera de los
diversos tipos de anticuerpos que se definen con anterioridad, si bien,
habitualmente, es un anticuerpo humanizado o humano.

De acuerdo con la presente solicitud, el término “mutante de anticuerpo” o
“variante de anticuerpo” se refiere a una variante de secuencia de aminoécidos del
anticuerpo dependiente de la especie, donde uno o mas de los residuos de
aminoacidos dei anticuerpo dependiente de la especie han sido modificados.
Dichas mutantes, necesariamente, tienen menos del 100% de identidad de
secuencia con respecto al anticuerpo dependiente de la especie. En una
realizacion, fa mutante de anticuerpo tendra una secuencia de aminoacidos que
tiene por lo menos 75% de identidad o similitud de secuencia de aminoacidos con

respecto a la secuencia de aminoacidos o bien del dominio variable de cadena
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pesada o del de cadena liviana del anticuerpo dependiente de la especie, mas
preferentemente, por lo menos 80%, mas preferentemente, por lo menos 85%,
mas preferentemente, por lo menos 90%, y con mayor preferencia, por lo menos
95%. La identidad o similitud con respecto a esta secuencia se define en esta
solicitud como el porcentaje de residuos de aminoacidos en la secuencia
candidata que son idénticos (es decir, el mismo residuo) o similares (es decir,
residuo de aminoacido del mismo grupo, sobre la base de las propiedades de
cadenas laterales comunes; ver a continuacién), con respecto a los residuos de
anticuerpos dependientes de la especie, luego de la alineacién de las secuencias
y de la introduccién de espacios, si fueran necesarios, a fin de lograr el maximo
porcentaje de identidad de secuencia. Se interpretara que ninguna de las
extensiones, deleciones o inserciones N-terminales, C-terminales, o internas en
la secuencia de anticuerpo fuera del dominio variable afecta la identidad o similitud
de secuencia.

A fin de incrementar la semivida de los anticuerpos o polipéptidos que
contienen las secuencias de aminodcidos de esta invencidn, puede adjuntarse un
epitopo de union de receptor de rescate al anticuerpo (en especial, un fragmento
de anticuerpo), como se describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados
Unidos Nro. 5.739.277. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que codifica
el epitopo de unidn de receptor de rescate puede ligarse en marco a un acido
nucleico que codifica una secuencia de polipéptide de esta invencian, de modo
que la proteina de fusién expresada por la molécula de &cido nucleico disefiada
comprende el epitopo de unién de receptor de rescate y una secuencia de
polipéptido de esta invencion. De acuerdo con esta invencién, el término “epitopo
de union de receptor de rescate” se refiere a un epitopo de la regién F¢ de una
molécula IgG (por ejemplo, IgG+, 1gG,, 19G3, 0 IgGs) que es responsable del
aumento de la semivida sérica in vivo de la molécula IgG (por ejemplo, ver la
referencia de Ghetie ef al,, Ann. Rev. Immunol., 18: 739-766 (2000), Tabla 1). Los
anticuerpos con sustituciones en una de sus regiones Fc y mayores semividas
sericas se describen ademas en los documentos WO 00/42072, WO 02/060919;
las referencias de Shields ef al., J. Biol. Chem., 276: 6591-6604 (2001); Hinton, J.
Biol. Chem., 279: 6213-6216 (2004)). En ofra realizacion, la semivida sérica
también puede incrementarse, por ejemplo, mediante la unién de otras secuencias
de polipeptido. Por ejemplo, pueden unirse anticuerpos u otros polipéptidos ttiles
en los métodos de la invencién, a alblimina sérica 0 una porcion de albumina

sérica que se une al receptor FcRn, o un péptido de unién de albimina sérica, de
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modo que la albUumina sérica se une al anticuerpo o polipéptido; por ejemplo,
dichas secuencias de polipéptido se describen en el documento WO 01/45746. En
una realizacion, el péptido de albimina sérica por unir comprende una secuencia
de aminoacidos de DICLPRWGCLW. En otra realizacion, se aumenta la semivida
de un Fab por estos métodos. Ver, ademas, la referencia de Dennis et al., J. Biol.
Chem., 277. 35035-35043 (2002), para secuencias de péptidos de unién de
albimina sérica.

Una “proteina de receptor de VEGF quimérica” es una molécula de receptor
de VEGF que tiene secuencias de aminoacidos derivadas de por lo menos dos
proteinas diferentes, por lo menos una de las cuales es como la proteina de
receptor de VEGF. En ciertas realizaciones, la proteina de receptor de VEGF
quimérica es capaz de union a la actividad bioi6gica de VEGF, y de su inhibicion.

Un anticuerpo "aislado" es aquel que ha sido identificado y separado, o
recuperado, de un componente de su entorno natural. Los componentes
contaminantes de su entorno natural son materiales que interfieren con los usos
de diagnéstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos. En ciertas realizaciones,
el anticuerpo sera purificado: (1) hasta mas del 95% en peso de anticuerpo, segun
lo determinado por el método de Lowry, y con mayor preferencia, hasta més del
99% en peso; (2) hasta un grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos
de secuencia de aminoacidos N-terminales o internos mediante el uso de un
secuenciador de taza giratoria; o (3) hasta homogeneidad, por medio de SDS-
PAGE, en condiciones reductoras o no reductoras, usando azul de Coomasie o
tincion de plata. Ef anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de células
recombinadas, ya que no se presentara por lo menos un componente del entorno
natural del anticuerpo. Sin embargo, comUnmente, el anticuerpo aislado se
preparara por medio de al menos una etapa de purificacion.

El termino “fragmento” significa una porcion de un polipéptido o molécula de
acido nucleico que contiene, preferéntemente, por lo menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, o mas, de la longitud entera de! polipéptido o la
molécula de acide nucleico de referencia. Un fragmento puede contener 10, 20,
30, 40, 30, 60, 70, 80, 90, 6 100, 200, 300, 400, 500, 600, 0 mas nucledtidos, o 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 190, 200 aminoacidos o
mas.

Un "agente antiangiogénico” o “inhibidor de la angiogénesis” se refiere a un

agente de peso molecular pequefio, un polinucleétido, un polipéptido, una proteina
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aislada, una proteina recombinada, un anticuerpo, o sus conjugados o proteinas
de fusién, que inhibe la angiogénesis, vasculogénesis, o la permeabilidad vascular
indeseable, ya sea en forma directa, ya sea en forma indirecta. Debe entenderse
que el agente antiangiogénico incluye aquelios agentes que se unen a la actividad
angiogenica del factor angiogénico o su receptor, y la bloquean. Por ejemplo, un
agente antiangiogénico es un anticuerpo u ofro antagonista para un agente
angiogeénico, como se define con anterioridad, por ejemplo, anticuerpos para
VEGF-A o para el receptor de VEGF-A (por ejemplo, el receptor KDR o el
receptor Fit-1), e inhibidores anti-PDGFR (sigla en inglés de "receptor de factor
de crecimiento derivado de plaqueta”) tales como GLEEVEC® (Imatinib Mesilato).
Los agentes antiangiocgenicos ademas incluyen inhibidores de la angiogénesis
naturales, por ejemplo, angiostatina, endostatina, etc. Ver, por ejemplo, las
referencias de Klagsbrun and D'Amore (1991), Annu. Rev. Physiol., 53: 217-39;
Streit and Detmar (2003), Oncogene, 22: 3172-3179 (por ejemplo, la Tabla 3 que
cita la terapia antiangiogénica en melanoma maligno); Ferrara & Alitalo (1999),
Nature Medicine, 5 (12): 1359-1364; Tonini ef al. (2003), Oncogene, 22: 6549~
6556 (por ejemplo, la Tabla 2, que cita factores antiangiogénicos conocidos); y
Sato (2003), Int. J. Clin. dOncol. 8: 200-206 (por ejemplo, la Tabla 1, que cita
agentes antiangiogénicos utilizados en ensayos clinicos).

Una “dosis de carga”, en esta solicitud, comprende generalmente una dosis
inicial de un agente terapéutico administrada a un paciente, que es seguida de una
0 mas dosis de mantenimiento de dicho agente. En general, se administra una
sola dosis de carga, si bien se contemplan mdltiples dosis de carga en esta
solicitud. Habitualmente, la cantidad de dosis de carga administrada excede la
cantidad de dosis de mantenimiento administrada, o las dosis de carga se
administran en forma mas frecuente que las dosis de mantenimiento, de manera
de lograr la concentracién uniforme deseada del agente terapéutico antes que lo
que puede lograrse con las dosis de mantenimiento.

Una dosis de “mantenimiento” en esta solicitud se refiere a una o mas dosis
de un agente terapéutico, administradas al paciente durante un periodo de
tratamiento, o luego de un periodo de tratamiento. Habitualmente, las dosis de
mantenimiento se administran con intervalos de tratamiento espaciados, por
ejemplo, aproximadamente una vez por semana, aproximadamente cada 2
semanas, aproximadamente cada 3 semanas, 0 aproximadamente cada 4
semanas.

E! cancer “operable” se refiere a cancer que se limita a un 6rgano primario,
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y es adecuado para la cirugia.

El término “sobrevida” se refiere a que el paciente sigue vivo, e incluye la
sobrevida libre de enfermedad (DFS) y la sobrevida general (OS). La sobrevida
puede calcularse por el método de Kaplan-Meier, y cualquier diferencia en la
sobrevida se computa usando el ensayo de rango log estratificado.

La “sobrevida libre de enfermedad (DFS)" se refiere a que el paciente sigue
vivo, sin retorno del cancer, durante un periodo de tiempo definido tal como
aproximadamente 1 afio, aproximadamente 2 afios, aproximadamente 3 afos,
aproximadamente 4 afios, aproximadamente 5 afios, aproximadamente 10 afios,
etc., desde el inicio del tratamiento o desde el diagnostico inicial. En un aspecto de
la invencion, la DFS se analiza de acuerdo con el principio de intencion de
tratamiento, es decir, los pacientes son evaluados sobre la base de su terapia
asignada. Los eventos utilizados en el andlisis de DFS pueden incluir la
recurrencia local, regional y distante del cancer, la aparicién de cancer secundario
y la muerte por cualquier causa en pacientes sin un evento anterior (por ejemplo,
recurrencia de cancer colorrectal o segundo cancer primario).

La “sobrevida general” se refiere a que el paciente sigue vivo durante un
periodo de tiempo definido, tal como aproximadamente 1 afio, aproximadamente 2
afos, aproximadamente 3 afios, aproximadamente 4 afos, aproximadamente 5
afios, aproximadamente 10 afos, etc., desde el inicio del tratamiento o desde el
diagnostico inicial. En los estudios que sostienen la invencién, el evento utilizado
para el analisis de sobrevida fue la muerte por cualquier causa.

El término “extension de la sobrevida” o “aumento de la probabilidad de
sobrevida” significa el aumento de la DFS o la OS, o el aumento de ia probabilidad
de seguir vivo o libre de enfermedad en un punto determinado del tiempo en un
paciente tratado, en relacién con un paciente no tratado (es decir, en relacion con
un paciente no tratado con un antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un
anticuerpo anti-VEGF), o en relacion con un protocolo de tratamiento de control,
tal como el tratamiento solo con el agente quimioterapéutico, por ejemplo, los
agentes utilizados en las normas asistenciales para el cancer colorrectal, tales
como leucovorina, 5-fluoruracilo, oxaliplatino, irinotecano o sus combinaciones. La
sobrevida se controla durante por lo menos alrededor de dos meses, cuatro
meses, seis meses, nueve meses, 0 por o menos alrededor de 1 afio, por lo
menos airededor de 2 afios, por lo menos alrededor de 3 afios, por lo menos
alrededor de 4 afios, por lo menos alrededor de 5 afiocs, 0 por lo menos alrededor
de 10 arios, etc., luego del inicio del tratamiento o luego del diagnéstico inicial.
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La “relacién de riesgo” en el analisis de la sobrevida es una sintesis de la
diferencia entre dos curvas de sobrevida, que representa la reduccion del riesgo
de muerte con tratamiento, en comparacion con el control, durante un periodo de
seguimiento. La relacion de riesgo es una definicion estadistica para indices de
eventos. Para los propdsitos de la presente invencion, la relaciéon de riesgo se
define de modo de representar la probabilidad de un evento en el grupo
experimental, dividido por la probabilidad de un evento en el grupc de control, en
un punto de tiempo especifico. '

El termino “de manera concurrente” o “concurrentemente” se usa en esta
solicitud para hacer referencia a la administracion de dos o mas agentes
terapéuticos, donde por lo menos parte de las administraciones se superponen en
el tiempo. En consecuencia, la administracién concurrente incluye un régimen de
dosis donde la administracidn de uno o mas agentes continGa luego de
discontinuar la administracién de uno o mas agentes adicionales.

El término “monoterapia” significa un régimen terapéutico que incluye solo
un agente terapéutico para el tratamiento del cancer o de un tumor durante el
curso del periodo de tratamiento. La monoterapia usando un antagonista
especifico de VEGF significa que el antagonista especifico de VEGF se administra
en ausencia de una terapia antineoplasica adicional durante el periodo de
tratamiento.

La “terapia complementaria’, en esta solicitud, se refiere a la terapia
proporcionada luego de la cirugia definitiva, después de la cual no puede
detectarse evidencia de enfermedad residual, de manera de reducir el riesgo de
recurrencia, local o metastasica. La meta de la terapia complementaria es prevenir
o demorar la recurrencia del cancer, y por lo tanto, reducir la posibilidad de muerte
relacionada con el cancer.

La “terapia de mantenimiento” significa un régimen terapéutico que se
suministra a fin de reducir la probabilidad de avance o recurrencia de la
enfermedad, luego de un resultado beneficioso de una intervencion terapéutica
inicial. La terapia de mantenimiento puede proporcionarse durante cualquier
cantidad de tiempo, lo que incluye periodos de tiempo prolongados que
comprenden toda la vida del sujeto. La terapia de mantenimiento puede
proporcionarse después de la terapia inicial, 0 en conjunto con terapias iniciales o
adicionales. Las dosificaciones utilizadas para la terapia de mantenimiento pueden
variar, e incluyen dosificaciones menores en comparacion con las dosificaciones
utilizadas para otros tipos de terapia.

AT
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En la presente solicitud, las “normas asistenciales” de quimioterapia se
refieren a los agentes quimioterapéuticos utilizados rutinariamente para el
tratamiento de un tipo de cancer particular.

lLa “cirugia definitiva” se usa tal como se emplea el término dentro de la
comunidad medica, y tipicamente, se refiere a la cirugia donde el resultado es
potencialmente curativo. La cirugia definitiva incluye, por ejemplo, procedimientos,
quirdrgicos o diferentes, que logran la remocién o reseccién del tumor, que
abarcan aquellos que logran la remocion o reseccién de la totalidad del tumor
bastamente visible. La cirugia definitiva incluye, por ejemplo, la reseccion
completa o curativa o la reseccién basta completa del tumor. La cirugia definitiva
incluye procedimientos que se producen en una o mas etapas, y comprende, por
ejemplo, procedimientos quirdrgicos de multiples etapas, donde uno o mas
procedimientos quirtrgicos o diferentes se efectllan antes de la reseccion del
tumor. La cirugia definitiva abarca procedimientos que logran la remocion o
reseccion del tumor, lo que incluye drganocs involucrados, partes de organos y
tejidos, al igual que organos circundantes, tales como nodos linfaticos, partes de
organos o tejidos.

Los términos “cancer” y "neoplasico" describen o se refieren a la afeccién
fisiolégica en mamiferos, tipicamente caracterizada por el crecimiento celular no
regulado. Se incluyen en esta definicion los tipos de neoplasias malignas y
benignas, al igual que tumores latentes o micrometastasis. Ejemplos de tipos de
cancer incluyen, sin limitacion, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia.
Ejemplos mas particulares de dichos tipos de cancer incluyen céancer de célula
escamosa, cancer de pulmon (que incluye cancer de pulmén de células pequefias,
cancer de pulmon de células no pequefias, adenocarcinoma del pulmén y
carcinoma escamoso del pulmén), cancer del peritoneo, cancer hepatocelular,
cancer gastrico o estomacal (que incluye céncer gastrointestinal), cancer
pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado,
cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal,
carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de las glandulas salivares, cancer de
rifion o renal, cancer de préstata, cancer de la vulva, céncer tiroideo, carcinoma
hepatico, y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello, al igual que linfoma de
celulas B (que incluye linffoma no hodgkiniano (NHL, segin su sigla en inglés)
folicular/de bajo grado; NHL linfocitico pequefo (SL, segln su sigla en ingiés);
NHL folicular/de grado intermedio; NHL difuso de grado intermedio; NHL
inmunoblastico de alto grado; NHL linfoblastico de alto grado; NHL de célula no
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disociada pequefia de alto grado; NHL de tipo enfermedad voluminosa; linfoma de
célula epitelial; linfoma relacionado con sida; y macroglobulinemia de
Waldenstrom); leucemia linfocitica cronica (CLL, segin su sigla en inglés);
leucemia linfoblastica aguda (ALL, segin su sigla en inglés); tricoleucemia;
leucemia mieloblastica crénica; y trastorno linfoproliferativo postrasplante (PTLD,
segun su sigla en inglés), al igual que la proliferacion vascular anormal asociada
con facomatosis, edema (tal como aquel asociado con tumores cerebrales) y
sindrome de Meigs.

El termino “metastasis” significa la diseminacion del cancer desde su sitio
primario, o hacia otros lugares del organismo. Las células neoplasicas pueden
abandonar un tumor primario, penetrar en los vasos sanguineos y linfaticos,
circular a través de! torrente sanguineo y crecer en un foco distante (metastasis)
en tejidos normales en otro sitio del organismo. La metastasis puede ser local o
distante. Se cree que la metastasis es un proceso secuencial, dependiente de las
celulas tumorales que se desprenden del tumor primario, viajan a través del
torrente sanguineo y se detienen en un sitio distante. En el nuevo sitio, las células
establecen un suministro de sangre, y pueden desarrollarse para formar una masa
potencialmente mortal. Este comportamiento es regulado tanto por vias
moleculares estimulantes como inhibitorias dentro de la céiula tumoral, y las
interacciones entre la célula tumoral y las células huéspedes en el sitio distante
son también significativas.

El termino “micrometastasis” significa una pequefia cantidad de células que
se han diseminado desde el tumor primario hacia otras partes del organismo. Las
micrometastasis pueden ser detectadas o no detectadas en una deteccién
sistematica o un ensayo de diagnéstico.

La “recurrencia del cancer’, en esta solicitud, se refiere a un retorno del
cancer luego del tratamiento, e incluye el retorno del cancer en el 6rgano primario, al
igual que {a recurrencia distante, donde el cancer retorna fuera del 6rgano primario.

Un sujeto con “alto riesgo de recurrencia del cancer” es aquel que tiene mayor
posibilidad de experimentar la recurrencia del cancer. Por ejemplo, los sujetos
relativamente jévenes (por ejemplo, menos de aproximadamente 50 afios de edad),
aquellos con nodos linfaticos positivos, en particular, 4 o mas nodos linfaticos
involucrados (lo que incluye 4-9 nodos linfaticos involucrados, y 10 o mas nodos
linfaticos involucrados), y aquellos con tumores mayores que 2 cm de diametro, por
ejemplo, en pacientes de cancer de mama. El nivel de riesgo de un sujeto puede ser
determinado por un médico experto. En general, dichos sujetos con alto riesgo

o1
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tendran compromiso de nodos linfaticos (por ejemplo, con 4 0 mas nodos linfaticos
involucrados); sin embargo, los sujetos sin compromiso de nodos linfaticos también
son de alto riesgo, por ejemplo, si los tumores son mayores que 2 ¢cm, o iguales a 2
cm.

La “disminucion del riesgo de recurrencia del cancer” significa la reduccion
de la probabilidad de experimentar la recurrencia del cancer, en relacién con un
paciente no tratado (es decir, en relacién con un paciente no tratado con un
antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF), o en
relacién con un protocolo de tratamiento de control, tal como el tratamiento solo
con el agente quimioterapéutico, por ejemplo, aquellos utilizados en las normas
asistenciales para el cancer colorrectal, por ejemplo, leucovorina, 5—fluoruracilo,
oxaliplatino, irinotecano una de sus combinaciones. La recurrencia del cancer se
controla durante por lo menos alrededor de dos meses, cuatro meses, seis meses,
nueve meses o por lo menos alrededor de 1 afio, por lo menos alrededor de 2
afos, por lo menos alrededor de 3 arios, por lo menos alrededor de 4 afios, por lo
menos alrededor de 5 afios o por lo menos alrededor de 10 arios, etc., luego del
inicio del tratamiento o de! diagnéstico inicial.

El “inicio del tratamiento” se refiere al inicio de un régimen de tratamiento
luego de la remocién quirGirgica del tumor. En una realizacién, este inicio del
tratamiento puede hacer referencia a la administracién de uno o mas agentes
quimioterapéuticos luego de la cirugia. Alternativamente, puede hacer referencia a
una administracién inicial de un antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un
anticuerpo anti-VEGF, y uno 0 mas agentes quimioterapéuticos.

La “curacion” del cancer en la presente solicitud significa la ausencia de la
recurrencia del cancer aproximadamente 2, 3, 4 6 5 afos después del comienzo
de la terapia complementaria, de acuerdo con el tipo de cancer.

El término “tumor”, de acuerdo con esta solicitud, se refiere a toda
proliferacidén y crecimiento de células neoplésicas, malignas o benignas, y a todos
los tejidos y células preneoplasicos y neoplasicos.

La “inactividad o latencia tumoral” significa un estado inactivo prolongado en
el cual se presentan células tumorales, si bien el avance del tumor no es
clinicamente evidente. Un tumor latente puede ser detectado o no detectado en
una deteccion sistematica o en un ensayo de diagnostico.

El término “sujeto” significa un mamifero, que incluye, sin limitacién, un
mamifero humano o no humano, tal como vaca, caballo, perro, oveja o gato.
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Preferentemente, el sujeto es un humano. En la presente solicitud, los pacientes
también son sujetos.

Una “poblacion” de sujetos se refiere a un grupo de sujetos con cancer, por
ejemplo, en un ensayo clinico, o el observado por los oncdlogos luego de la
aprobacion, por ejemplo, la aprobacion de la Administracién de Alimentos y
Drogas de los Estados Unidos de Ameérica (FDA), de una indicacién particular, tal
como la terapia complementaria contra e! cancer.

El termino “terapia antineoplasica” o “terapia contra el cancer” se refiere a
una terapia Gtil en el tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes terapéuticos
antineoplasicos incluyen, sin limitacién, la cirugia, agentes quimioterapéuticos,
agentes inhibidores del crecimiento, agentes citotoxicos, agentes utilizados en la
terapia de radiacion, agentes antiangiogénicos, agentes apoptoticos, agentes
contra fa tubulina y otros agentes para el tratamiento del cancer, tales como
anticuerpos anti-HER-2, anticuerpos anti-CD20, un antagonista del receptor de
factor de crecimiento epidérmico (EGFR, segun su sigla en inglés) (por ejemplo,
un inhibidor de tirosina quinasa), inhibidor de HER1/EGFR (por ejemplo, erlotinib
(Tarceva™), inhibidores de factores de crecimiento derivados de plaquetas (por
ejemplo, Gleevec™ (Imatinib mesilato)), un inhibidor de COX-2 (por ejemplo,
celecoxib), interferones, citoquinas, antagonistas (por ejemplo, anticuerpos
neutralizantes) que se unen a uno o mas de los siguientes blancos: ErbB2, ErbB3,
ErbB4, PDGFR-beta, BlyS, APRIL, BCMA o receptores de VEGF, TRAIL/Apo2, y
otros agentes bioactivos y quimicos organicos, etc. Se contemplan también en
esta invencion las combinaciones de dos 0 mas de estos agentes.

El término "agente citotdxico", de acuerdo con esta solicitud, se refiere a un
agente que inhibe o previene la funcién de células, o causa la destruccion de
celulas. El término tiene el proposito de incluir isétopos radiactivos (por ejemplo,
AN 131128 ¥ Re'® Re' sm'S® B2 P® ¢ isdtopos radiactivos de Lu),
agentes quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas de molécula pequeiia o
toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, de plantas o
animales, que incluyen sus fragmentos y variantes.

Un "agente quimioterapéutico" es un compuesto quimico utii en el
tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes
alquilantes tales como tiotepa y CYTOXAN® ciclofosfamida; sulfonatos de alquilo
tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas tales como
benzodopa, carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas,

que incluyen altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida,
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trietilentiofosforamida y trimetilomelamina; acetogeninas (en especial, bulatacina y
bulatacinona); una camptotecina (que incluye el andlogo sintético topotecano);
briostatina; calistatina; CC-1065 (que incluye sus analogos sintéticos de
adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas (en particular, criptoficina 1y
criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (que incluye los analogos sintéticos KW-—
2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictiina; espongistatina;
mostazas de nitrogeno tales como clorambucil, clornafazina, clorofosfamida,
estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de oxido de mecloretamina,
melfalano, novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de
uracilo; nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimnustina; antibiéticos tales como los antibitticos enediina (por
ejemplo, caliqueamicina, en especial, caliqueamicina gamma1l y caliqueamicina
omegal1 (ver, por ejemplo, la referencia de Angew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33: 183—
186 (1994)); dinemicina, que incluye dinemicina A; bifosfonatos, tales como
clodronato; una esperamicina; al igual que el cromoforo neocarzinostatina vy
croméforos antibiticos de cromaproteina enediina relacionados; aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina,
detorrubicina, 6—diazo-5—oxo-L-norleucina, doxorrubicina ADRIAMYCIN® (que
incluye  morfolino—doxorrubicina, cianomorfolino—doxorrubicina,  2—pirrolino—
doxorrubicina y desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina,
marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, acido micofendlico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina,
rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina,
zorrubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y 5-fluoruracilo (5-FU);
analogos de acido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; andlogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina,
6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromostanolona,
epitiostanol, mepitiostano, testolactona; agentes antiadrenérgicos tales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; abastecedores de acido folico tales como
acido frolinico, aceglatona; aldofosfamida glicésido; acido aminolevulinico:
eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglucid;

nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como
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maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;
pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; &cido podofilinico; 2-
efilhidrazida; procarbazina; complejo polisacarido PSK® (JHS Natural Products,
Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano, espirogermanio; acido tenuazénico;
triaziquona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (en especial, toxina T-2,
verracurina A, roridina A y anguidina), uretano; vindesina; dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinosida (“Ara—
C"), ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol-
Myers Squibb Oncology, Princeton, N. J.), ABRAXANE® libre de croméforo,
formulaciéon de nanoparticulas disefiada con albimina, de paclitaxel (American
Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois) y docetaxel TAXOTERE® (Rhone—
Poulenc Rorer, Antony, France); cloranbucil; GEMZAR® gemcitabina;, 6-
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino tales como cisplatino
y carboplatino; vinblastina; platino; etoposida (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona;
vincristina; NAVELBINE® vinorrelbina; novantrona; teniposida; edatrexato,
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; irinotecano {Camptostar, CPT-
11) (que incluye el régimen de tratamiento de irinotecano con 5—FU vy
leucovirina); inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluormetilornitina (DMFO);
retinoides tales como acido retinoico; capecitabine; combrestatina; leucovirina
(LV), oxaliplatino, que incluye el régimen de tratamiento de oxaliplatino (FOLFOX);
inhibidores de PKC-alfa, Raf, H-Ras, EGFR (por ejemplo, erlotinib (Tarceva®)) y
VEGF-A, que reducen la proliferaciéon celular; y sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Se incluyen ademas en esta definicion los agentes antihormonales que
actian de manera de regular o inhibir la accion de las hormonas sobre tumores,
tales como antiestrégenos y moduladores selectivos del receptor de estrogeno
(SERM, segln su sigla en inglés), que inciuyen, por ejemplo, tamoxifeno (que
incluye NOLVADEX® tamoxifeno), raloxifeno, droloxifeno, 4—hidroxitamoxifeno,
trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y FARESTON-toremifeno; inhibidores
de la aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccion de
estrogeno en las glandulas suprarrenales, por ejemplo, 4(5)-imidazoles,
aminoglutetimida, MEGASE® megestrol acetato, AROMASIN® exemestano,
formestanio, fadrozol, RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol y ARIMIDEX®
anastrozol; y antiandrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida,
leuprolida y goserrelina; al igual que troxacitabina (un analogo de 1,3—dioxolano

nucledsido citosina); oligonucledtidos antisentido, en particular, aquellos que
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inhiben la expresién de genes en vias de sefializacién que participan en ia
proliferacion celular anormal, por ejemplo, PKC-alfa, Raf y H-Ras; ribozimas tales
como un inhibidor de la expresion de VEGF (por ejemplo, ribozima
ANGIOZYME®) y un inhibidor de la expresion de HER2; vacunas, tales como
vacunas de terapia génica, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna
LEUVECTIN® y vacuna VAXID®; PROLEUKIN® riL-2; LURTOTECAN® inhibidor
de la topoisomerasa 1; ABARELIX® mmRH:; y sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

El término “citoquina” es un término genérico para proteinas liberadas por
una poblacién de células, que actian sobre otra célula como mediadores
intercelulares. Ejemplos de dichas citoquinas son linfoquinas, monoquinas y
hormonas de polipéptidos tradicionales. Se incluyen entre las citoquinas la
hormona de crecimiento, tal como la hormona de crecimiento humana, la hormona
de crecimiento humana N-metionilo y la hormona de crecimiento bovina: la
hormona paratiroidea; tiroxina, insulina; proinsulina; relaxina; prorrelaxina;
hormonas de glicoproteinas tales como la hormona estimulante de foliculo (FSH,
segun su sigla en inglés), la hormona estimulante tiroidea (TSH, segun su sigla en
inglés) y la hormona luteinizante (LH, segin su sigla en inglés); factor de
crecimiento epidérmico; factor de crecimiento hepatico; factor de crecimiento de
fibroblastos; prolactina; lactégeno placentario; factores alfa y beta de necrosis
tumoral; sustancia inhibidora de Mdller; péptido asociado con gonadotropina de
ratén; inhibina; activina, factor de crecimiento endotelial vascular; integrina;
trombopoyetina (TPOQ); factores de crecimiento nervioso (NGF, segin su sigla en
inglés), tales como NGF-alfa; factor de crecimiento plaquetario; factores de
crecimiento de transformacion (TGF) tales como TGF-alfa y TGF-beta; factores—|
y -l de crecimiento de tipo insulina; eritropoyetina (EPO); factores
osteoinductores; interferones, tales como interferones alfa, beta y gamma; factores
estimulantes de colonias (CSF, segln su sigla en inglés), tales como CSF de
macrofagos (M-CSF); CSF de granulocitos-macréfagos (GM-CSF); y CSF de
granulocitos (G—CSF); interleuquinas (IL) tales como IL-1; iL-1alfa, IL-2; IL-3; IL~
4; 1L-5; IL-B; IL-7; IL-8; IL-9; IL-10, IL~11; 1L—12; un factor de necrosis tumoral,
tal como TNF-alfa o0 TNF-beta; y otros factores de polipéptidos, entre ellos, LIF y
ligando de equipo (KL). Conforme a esta solicitud, el término "citoquina" incluye
proteinas de fuentes naturales o de cultivo de células recombinadas y
equivalentes biolégicamente activos de citoquinas de secuencias nativas.

Un “agente inhibidor del crecimiento”, utilizade en la presente solicitud, se
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refiere a un compuesto o una composicion que inhibe el crecimiento de una célula,
ya sea in vitro, ya sea in vivo. Por lo tanto, el agente inhibidor del crecimiento
puede ser un agente que reduce de manera significativa el porcentaje de células
en fase S. Ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen agentes que
bloquean el avance del ciclo celular {(en un lugar diferente de la fase S), tales
como agentes que inducen la detencién de G1 y la detencion de la fase M. Los
blogueadores clasicos de la fase M incluyen las vincas (vincristina y vinblastina),
TAXOL® y los inhibidores de la topoisomerasa Il tales como doxorrubicina,
epirrubicina, daunorrubicina, etoposida y bleomicina. Dichos agentes que detienen
G1 también se vuelcan a la detencion de la fase S, por ejemplo, agentes
alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina,
mecloretamina, cisplatino, metotrexato, 5—fluoruracilo y ara—C. Puede hallarse
informacién adicional en la referencia de Mendelschn e Israel, eds., The Molecular
Basis of Cancer, Capitulo 1, titulada "Regulacién del ciclo celular, oncogenes y
farmacos antineoplasicos”, de Murakami et al. (W. B. Saunders, Philadelphia,
1905), especialmente, en la p. 13.

El termino “profarmaco”, de acuerdo con la presente solicitud, se refiere a
un precursor o una forma derivada de un agente farmacéuticamente activo, que es
menos citotdxico para las células tumorales, en comparacién con el farmaco
original, y que es capaz de ser enzimaticamente activado o convertido en la forma
original mas activa. Ver, por ejemplo, las referencias de Wilman, "Prodrugs in
Cancer Chemotherapy"”, Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th
Meeting Belfast (1986); y Stella et al, "Prodrugs: A Chemical Approach to
Targeted Drug Delivery", Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (ed.), pp. 247-
267, Humana Press (1985). Los profarmacos de esta invencion incluyen, sin
limitacién, profarmacos que contienen fosfato, profarmacos que contienen
tiofosfato, profarmacos que contienen sulfato, profarmacos gque contienen
peptidos, profarmacos modificados con D—aminoacidos, profarmacos glicosilados,
profarmacos que contienen B-lactamicos, profarmacos que contienen
fenoxiacetamida opcionalmente sustituida o profarmacos que contienen
fenilacetamida opcionalmente sustituida; profarmacos de 5-fluorcitosina y otros
profarmacos de 5-fluoruridina que pueden ser convertidos en el farmaco libre
citotéxico mas activo. Ejemplos de farmacos citotéxicos que pueden derivarse
hasta una forma de profarmaco para el uso en esta invencién incluyen, sin
limitacion, aquellos agentes quimioterapéuticos que se describen con anterioridad.

El término “terapia de radiacion” significa el uso de rayos beta o rayos
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gamma dirigidos para inducir suficiente dafio a una célula, de modo de limitar su
capacidad para funcionar normalmente o para destruir la célula. Se apreciara que
habra muchas formas conocidas en el arte para determinar la dosificacién y
duracion del tratamiento. Los tratamientos tipicos se suministran como una
administracidn de una sola vez, y las dosificaciones tipicas varian de 10 a 200
unidades (Gray) por dia.

La expresidon “reducir o inhibir" significa la capacidad para lograr una
disminucién general, preferentemente, del 20% o mas, mas preferentemente, del
50% o mas, y con mayor preferencia, del 75%, 85%, 90% , 95% o mas. La
reduccion o inhibicién puede hacer referencia a los sintomas del trastorno tratado,
a la presencia o el tamafio de las metastasis o micrometastasis, al tamafio del
tumor primario, la presencia o el tamafno del tumor inactivo, o el tamafio o la
cantidad de los vasos sanguineos en los trastornos angiogénicos.

El término "infusién intravenosa" se refiere a la introduccién de un farmaco
en la vena de un paciente animal o humano, durante un periodo de tiempo mayor
que aproximadamente 5 minutos, preferentemente, entre alrededor de 30 y 90
minutos, si bien, de acuerdo con la invencion, la infusion intravenosa se
administra, alternativamente, durante 10 horas o menos.

El término "bolo intravenoso" o “"estimulo intravenoso" se refiere a la
administracién de farmaco en la vena de un animal o un ser humano, de manera
que el organismo recibe el farmaco en aproximadamente 15 minutos o menos,
preferentemente, en 5 minutos o0 menos.

El término "administracion subcutanea" se refiere a ta introducciéon de un
farmaco debajo de la piel de un paciente animal o humano, preferentemente,
dentro de una cavidad entre la piel y el tejido subyacente, mediante la liberacion
relativamente lenta y sostenida desde un receptaculo de farmaco. La cavidad
puede crearse pellizcando o tirando la piel hacia arriba para alejarla del tejido
subyacente.

El termino "infusidén subcutanea” se refiere a la introduccién de un farmaco
debajo de la piel de un paciente animal o humano, preferentemente, dentro de una
cavidad entre la piel y el tejido subyacente, mediante la liberacion relativamente
lenta y sostenida desde un receptaculo de farmaco, durante un periodo de tiempo
que comprende, sin limitacion, 30 minutos o menos, o 90 minutos © menos.
Opcionalmente, la infusién puede realizarse mediante el implante subcutaneo de
una bomba de suministro de farmaco implantada debajo de la piel del paciente
animal o humano, donde la bomba libera una cantidad predeterminada de

a6



37

farmaco, durante un periodo de tiempo predeterminado, tal como 30 minutos, 90
minutos, o un lapso que abarca todo el periodo del régimen de tratamiento.

El termino "bolo subcutanec" se refiere a la administracion de farmaco
debajo de la piel de un paciente animal o0 humano, donde la liberacion del bolo de
farmaco preferentemente se realiza en menos de alrededor de 15 minutos, mas
preferentemente, en menos de 5 minutos, y con mayor preferencia, en menos de
60 segundos. La administracién preferentemente se efecttia dentro de una cavidad
entre la piel y el tejido subyacente, donde la cavidad se crea, por ejemplo,
pellizcando o tirando la piel hacia arriba para alejarla del tejido subyacente.

Un “trastorno” es cualquier afeccién que se beneficiard con el tratamiento
con el anticuerpo anti-VEGF. El término incluye enfermedades y trastornos
crénicos y agudos que abarcan aquellas afecciones patolégicas que predisponen
al mamifero al trastorno en cuestion. Ejemplos no limitativos de trastornos por
tratar en esta solicitud incluyen cancer; tumores malignos y benignos; leucémicas
y enfermedades linfoides; trastornos neuronales, gliales, astrociticos,
hipotalamicos y otros trastornos glandulares, trastornos macrofagicos, epiteliales,
estromales y blastocélicos; y trastornos inflamatorios, angiogénicos e
inmunolégicos. |

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de
un farmaco eficaz para tratar una enfermedad o un trastorno en un mamifero. En
el caso del cancer, la cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir
la cantidad de células neoplasicas; puede reducir el tamafio del tumor; inhibir (es
decir, disminuir hasta cierto alcance y, preferentemente, detener) la infiltracién de
células neoplasicas en érganos periféricos; inhibir (es decir, disminuir hasta cierto
alcance y, preferentemente, detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto
alcance, el crecimiento tumoral; y aliviar hasta cierto alcance uno o mas de los
sintomas asociados con el cancer. Para el tratamiento de la inactividad o latencia
tumoral o las micrometastasis, la cantidad terapéuticamente eficaz de! farmaco
puede reducir la cantidad o la proliferacion de micrometastasis; reducir o prevenir
el crecimiento de un tumor latente; o reducir o prevenir la recurrencia de un tumor
luego del tratamiento o la remocion (por ejemplo, usando una terapia
antineoplasica tal como la cirugia, la terapia de radiacion o la quim'ioterapia).
Hasta el punto en que el farmaco puede prevenir el crecimiento o producir {a
muerte de células neoplasicas existentes, el farmaco puede ser citostatico o
citotoxico. Para la terapia contra el cancer la eficacia in vivo puede medirse, por

ejemplo, mediante la evaluacién de la duracion de la sobrevida, la sobrevida libre
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de enfermedad (DFS), el tiempo hasta el avance de |la enfermedad (TTP, segln su
sigla en inglés), la duracién de la sobrevida libre de enfermedad (PFS, segln su
sigla en ingles), los indices de respuesta (RR, segun su sigla en inglés), la
duracion de la respuesta, el tiempo en remisién y la calidad de vida. La cantidad
eficaz puede mejorar la sobrevida libre de enfermedad (DFS), puede mejorar la
sobrevida general (OS), puede disminuir la probabilidad de recurrencia, extender
el tiempo hasta la recurrencia, extender el tiempo hasta la recurrencia distante (es
decir, la recurrencia fuera del sitio primario), puede curar el cancer, mejorar los
sintomas del cancer {por ejemplo, evaluados usando una encuesta especifica para
cancer), puede reducir la aparicion de segundo céncer primario, etc.

El término “tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a
medidas profilacticas o preventivas. Aquellos que necesitan tratamiento abarcan
los que ya poseen el trastorno, al igual que aquellos en los que debe prevenirse el
trastorno, que incluyen aguellos en los cuales debe prevenirse la apariciéon o
recurrencia del cancer.

El “tratamiento activo”, de acuerdo con esta solicitud, se refiere al periodo
de tiempo durante el cual el farmaco terapéutico es administrado al paciente. Por
ejemplo, si un farmaco terapéutico es administrado al paciente cada 2 semanas
durante el curso de un afio, seguido de ningin tratamiento o de ninguna otra
terapia, entonces el tratamiento activo con el farmaco terapéutico es el periodo de
un aiio durante el cual se administr6 el farmaco al paciente.

El término “marca”, utilizado en esta solicitud, se refiere a un compuesto o
una composicion detectable que se conjuga directa o indirectamente al
polipéptido. La marca puede ser en si misma detectable (por ejemplo, marcas de
radioisdtopos o marcas fluorescentes), o en el caso de una marca enzimatica,
puede catalizar la alteracidn quimica de una composicidon o un compuesto de
sustrato detectable.

Todas las publicaciones, solicitudes de patente y patentes mencionadas en
esta memoria descriptiva se incorporan en la presente solicitud a modo de
referencia, al mismo alcance que si cada publicacién, patente o solicitud de
patente independiente fuera especifica e individualmente indicada para ser
incorporada a modo de referencia.

Il. Antagonistas y anticuerpos anti-VEGF.

(i) Antigeno VEGF.

El antigeno VEGF por ser utilizado para la produccién de anticuerpos puede
ser, por ejemplo, la molécula VEGF g5, al igual que otras isoformas de VEGF o
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uno de sus fragmentos que contiene el epitopo deseado. Otras formas de VEGF
utiles para la generacion de anticuerpos anti-VEGF de la invencion seran
evidentes por los expertos en el arte.

Se obtuvo VEGF humano, en primer lugar, mediante la identificacion
sistematica de una genoteca de ADNc preparada a partir de células humanas,
usando ADNc de VEGF bovino como una sonda de hibridacion (Leung et al.
(1989), Science, 246: 1306). Un ADNc identificado de este modo codifica una
proteina de 165 aminoacidos que tiene mas del 95% de homolegia con respecto a
VEGF bovino; esta proteina de 165 aminoécidos tipicamente se denomina VEGF
humano (hVEGF) o VEGF.gs. La actividad mitdgena de VEGF humano fue
confirmada por medio de la expresion del ADNc de VEGF humano en células
huéspedes mamiferas. Los medios acondicionados por células transfectadas con
el ADNc de VEGF humano favorecieron la proliferacion de células endoteliales
capilares, mientras que las células de control no lo hicieron (Leung et al. (1989)
Science, supra)).

Si bien pudo aislarse y purificarse un factor de crecimiento celular endotelial
vascular a partir de fuentes naturales para el posterior uso terapéutico, las
concentraciones relativamente bajas de la proteina en células foliculares y el alto
costo, tanto en términos econdmicos como de esfuerzo, de la recuperacion de
VEGF demostraron ser comercialmente prohibitivos. En consecuencia, se
acometieron otros esfuerzos para clonar y expresar VEGF por medio de técnicas
de ingenieria genética (ver, por ejempio, la referencia de Ferrara: Laborafory
Investigation, 72: 615618 (1995), y las referencias alli citadas).

VEGF es expresado en una diversidad de tejidos como muitiples formas
homodimeras (121, 145, 165, 189 y 206 aminoacidos por monémero), resultantes
del empalme de ARN alternativo. VEGF121 es un mitdgeno soluble que no se une a
heparina; las formas mas largas de VEGF se unen a heparina con afinidad
progresivamente superior. Las formas de unién de heparina de VEGF pueden ser
disociadas en el término carboxi por plasmina, de modo de liberar una 0 mas
formas de difusion de VEGF. El secuenciamiento de aminodacidos del péptido
carboxi terminal identificado luego de la disociacion de plasmina es Argyio—Alasq.
La proteina amino terminal de ‘“centro”, VEGF (1-110), aislada como un
homodimero, se une a anticuerpos monoclonales neutralizantes (tales como los
anticuerpos denominados 4.6.1 y 3.2E3.1.1) y formas solubles de receptores de

VEGF con afinidad similar en comparacion con el homodimero intacto VEGF 1es.
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Se han identificado también recientemente varias moléculas
estructuralmente relacionadas con VEGF, entre ellas, el factor de crecimiento
placentario (PIGF, segln su sigla en inglés), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y
VEGF-E (Ferrara and Davis—Smyth (1987), Endocr. Rev., supra, Ogawa et al. J.
Biological Chem. 273: 31273-31281 (1998); Meyer et al. EMBO J., 18: 363-374
(1999)). Se ha identificado una tirosina quinasa de receptor, Fit-4 (VEGFR-3),
como el receptor para VEGF-C y VEGF-D (Joukov ef al., EMBO. J., 15 1751
(1996); Lee et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 1988-1992 (1996); Achen et al.,
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95: 548-553). Se ha demostrado que VEGF-C
participa en la regulacion de la angiogénesis linfatica (Jeltsch et al., Science, 276:
1423-1425 (1997)).

Se han identificado dos receptores de VEGFL: Fit—1 (también denominado
VEGFR-1) y KDR (también denominado VEGFR-2) (Shibuya et al. (1990),
~ Oncogene, 8: 519-627; de Vries ef al. (1992), Science, 255; 989-991; Terman ef
al. (1992), Biochem. Biophys. Res. Commun., 187. 1579-1586). Se ha
demostrado que la neuropilina—1 es un receptor selectivo de VEGF, capaz de
unirse a las isoformas de VEGF de union de heparina (Soker et al. (1998), Cell 92:
735-45). Tanto Fit-I como KDR pertenecen a la familia de tirosina quinasas de
receptor (RTK, segun su sigla en inglés). Las RTK comprenden una gran familia
de receptores de transmembrana con diversas actividades biol6gicas. En la
actualidad, se han identificado por lo menos diecinueve (19) subfamilias de RTK
distintas. La familia de tirosina quinasas de receptor (RTK) incluye receptores que
son cruciales para el crecimiento y la diferenciaciéon de una diversidad de tipos
celulares (Yarden and Ullrich (1988), Ann. Rev. Biochem., 57: 433-478; Ulirich and
Schlessinger (1990), Cell, 61: 243-254). La funcién intrinseca de las RTK es
activada con la unién de ligando, lo que produce la fosforilacion del receptor y
multiples sustratos celulares, y posteriormente, una diversidad de respuestas
celulares (Ulirich & Schiessinger (1990), Cell, 61: 203-212). En consecuencia, la
transduccion de sefial mediada por tirosina quinasa de receptor es iniciada por la
interaccion extracelular con un factor de crecimiento especifico (ligando),
habituaimente seguida de la dimerizacion de receptor, la estimulacion de la
actividad de tirosina quinasa de proteina intrinseca y la transfosforilacién de
receptor. Se crean asi los sitios de unidn para moléculas de transduccién de sefial
intracelular que conducen a la formacion de complejos con un espectro de
moléculas de sefializacién citoplasmica que facilitan la apropiada respuesta celular
(por ejemplo, la division celular, diferenciacion, los efectos metabdlicos, cambios



41

en el microentorno extracelular); ver la referencia de Schlessinger and Ullrich
(1992), Neuron 9: 1-20. Estructuraimente, tanto Fit—1 como KDR tienen siete
dominios de tipo inmunoglobulina en el dominio extracelular, una sola regién de
transmembrana y una secuencia de tirosina quinasa de consenso que es
interrumpida por un dominio de insercién de quinasa (Matthews et al. (1991), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 88: 9026-9030; Terman et al. (1991), Oncogene, 6: 1677—
1683.

(i)  Anticuerpos anti-VEGF.

Los anticuerpos anti-VEGF dtiles en los métodos de la invencién incluyen
cualquier anticuerpo, o su fragmento de union de antigeno, que se une con
suficiente afinidad y especificidad a VEGF, y puede reducir o inhibir la actividad
biolégica de VEGF. Un anticuerpo anti-VEGF habitualmente no se unira a otros
homologos de VEGF tales como VEGF-B o VEGF-C, ni a otros factores de
crecimiento tales como PIGF, PDGF o bFGF.

En ciertas realizaciones de la invencion, los anticuerpos anti-VEGF
incluyen, sin limitacién, un anticuerpo monoclonal que se une al mismo epitopo
que el anticuerpo monoclonal anti-VEGF A4.6.1, producido por el hibridoma ATCC
HB 10709; un anticuerpo monoclonal recombinade humanizado anti-VEGF
generado de acuerdo con Presta ef al. (1997), Cancer Res., 57: 4593—4599. En
una realizacion, el anticuerpo anti-VEGF es “Bevacizumab (BV)”, también
conocido como “VEGF rhuMAb” o “AVASTIN®'. Este anticuerpo comprende
regiones de marco IgG1 humanas mutadas y regiones de determinacion de
complementariedad de unién de antigeno del anticuerpo monoclonal murino anti-
hVEGF A.4.6.1, que bloguea la uniébn de VEGF humano a sus receptores.
Aproximadamente el 83% de la secuencia de aminoacidos de bevacizumab, que
incluye la mayoria de las regiones de marco, deriva de IgG1 humano, y
aproximadamente el 7% de la secuencia deriva del anticuerpo murino A4.6.1.

Bevacizumab y otros anticuerpos humanizados anti-VEGF se describen
adicionalmente en la Patente de los Estados Unidos Nro. 6.884.879, concedida el
26 de febrero de 2005. Anticuerpos adicionales incluyen los anticuerpos de la serie
G6 o B20 (por ejemplo, G6-31, B20—4.1), como se describen en la Publicacion
PCT Nro. WO 2005/012359; Publicacion PCT Nro. WO 2005/044853; y en la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nro. 60/991.302, donde los contenidos
de estas solicitudes de patente se incorporan expresamente en esta solicitud a
modo de referencia. Para anticuerpos adicionales, ver las Patentes de los Estados
Unidos Nros. 7.060.269, 6.582.959, 6.703.020, 6.054.297; WO 98/45332; WO
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96/30046; WO 94/10202; EP 0666868B1; Publicaciones de Solicitud de Patente
de los Estados Unidos Nros. 2006009360, 20050186208, 20030206899,
20030190317, 20030203409 y 20050112126; y la referencia de Popkov ef al,
Joumal of Immunological Methods, 288: 149-164 (2004). Otros anticuerpos
comprenden aquellos que se une a un epitopo funcional en VEGF humano que
comprende los residuos F17, M18, D19, Y21, Y25, Q89, 191, K101, E103 y C104;
o alternativamente, que comprende los residuos F17, Y21, Q22, Y25, D63, 183 y
Q89.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo anti-VEGF comprende una
region variable de cadena pesada que comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos: '
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVRQA PGKGLEWVGW
INTYTGEPTY AADFKRRFTF SLDTSKSTAY LOMNSLRAED TAVYYCAKYP
HYYGSSHWYF DVWGQGTLVT VSS (SEC. ID. NRO.; 1)

y una region variable de cadena liviana que comprende la siguiente
secuencia de aminoacidos:

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKVLIYF
TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ
GTKVEIKR (SEC. ID. NRO.: 2).

Un “anticuerpo de la serie G6”, de acuerdo con esta invencién, es un
anticuerpo ant~VEGF que deriva de una secuencia de un anticuerpo G6 o
anticuerpo derivado de G6 de acuerdo con cualquiera de las Figuras 7, 24-26 y
34-35 de la Publicacién PCT Nro. WO 2005/012359, cuya descripcion total se
incorpora expresamente en la presente solicitud a modo de referencia. Ver,
ademas, la Publicacion PCT Nro. WO 2005/044853, cuya descripcion se incorpora
expresamente en ia presente solicitud a modo de referencia. En una realizacion, el
anticuerpo de la serie GB se une a un epitopo funcional en VEGF humano que
comprende los residuos F17, Y21, Q22, Y25, D63, 183 y Q89.

Un “anticuerpo de la serie B20” de acuerdo con esta invencion es un
anticuerpo anti-VEGF que deriva de una secuencia del anticuerpo B20 o un
anticuerpo derivado de B20 de acuerdo con cualquiera de las Figuras 27-29 de la
Publicacion PCT Nro. WO 2005/012359, cuya descripcién total se incorpora
expresamente en la presente solicitud a modo de referencia. Ver, ademds,
Publicacién PCT Nro. WO 2005/044853, y Solicitud de Patente de los Estados
Unidos Nro. 60/991.302, donde los contenidos de estas solicitudes de patente se
incorporan expresamente en la presente solicitud a modo de referencia. En una

2
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realizacion, el anticuerpo de la serie B20 se une a un epitopo funcional en VEGF
humano que comprende los residuos F17, M18, D19, Y21, Y25, Q89, 191, K101,
E103y C104.

Un “epitopo funcional” de acuerdo con esta invencion se refiere a residuos
de aminoacidos de un antigeno que contribuyen energéticamente a la unidn de un
anticuerpo. La mutacién de cualquiera de los residucs de contribucién energética
del antigeno (por ejemplo, [a mutacién de VEGF de tipo silvestre por alanina o
mutacién homologa) interrumpira la union del anticuerpo, de manera que la
relacion de afinidad relativa (1C50 VEGF mutante/IC50 VEGF de tipo silvestre) del
anticuerpo sera superior a 5 (ver el Ejempio 2 del documento WO 2005/012359).
En una realizacion, la relacién de afinidad relativa se determina por medio de un
ensayo ELISA de exhibicion de fagos de union de solucion. Brevemente, se
revisten inmunoplacas de 96 receptaculos Maxisorp (NUNC) durante la noche, a
4°C, con una forma Fab del anticuerpo por ser ensayado, en una concentracion de
2 ug/ml en PBS, y se bloquean con PBS, 0,5% de BSA y 0,05% de Tween 20
(PBT), durante 2 h a temperatura ambiente. En primer lugar, se incuban diluciones
sucesivas de mutantes puntuales de alanina de hVEGF de exhibicion de fagos
(forma residuos 8-109) o hVEGF de tipo silvestre (8-109) en PBT, en las placas
revestidas con Fab, durante 15 min a temperatura ambiente, y las placas se lavan
con PBS, 0,05% de Tween 20 (PBST). E! fago ligado se detecta con un conjugado
de peroxidasa de rabano rusticano de anticuerpo monoclonal anti-M13
(Amersham Pharmacia) diluido a 1:5000 en PBT, se desarrolla con sustrato
3,3',5,5tetrametilbencidina (TMB, Kirkegaard & Perry Labs, Gaithersburg, MD)
durante aproximadamente 5 min, se apaga con H3PO4, 1,0 M, y se lee en forma
espectrofotométrica a 450 nm. La relacién de valores IC50 (IC50, ala/iC50, tipo
silvestre) representa la cantidad de veces de reduccion en la afinidad de unién (la
afinidad de unién relativa).

(i)  Moléculas de receptor de VEGF.

Los dos receptores de VEGF mejor caracterizados son VEGFR1 (también
conocido como Flt—1) y VEGFR2 (también conocido como KDR y FLK-1, para el
homélogo murino). La especificidad de cada receptor para cada miembro de la
familia de VEGF varia, si bien VEGF-A se une tanto a Flt-1 como a KDR. EI
receptor Fit—1 de longitud completa incluye un dominio extracelular que tiene siete
dominios Ig, un dominio de transmembrana y un dominio intracelular con actividad
de tirosina quinasa. E! dominio extracelular participa en la union de VEGF, y €l
dominio intracelular participa en .Ia transduccion de senal.
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Las moléculas de receptor de VEGF, o sus fragmentos, que se unen
especificamente a VEGF pueden usarse en los métodos de [a invencion a fin de
unir y secuestrar la proteina VEGF, de modo de evitar su sefalizacién. En ciertas
realizaciones, la molécula de receptor de VEGF, o su fragmento de union de
VEGF, es una forma soluble, tal como sFit-1. Una forma soluble del receptor
ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad bioldgica de la proteina VEGF,
mediante la union a VEGF, a fin de evitar su unién a sus receptores naturales
presentes sobre la superficie de células blanco. Se incluyen ademas las proteinas
de fusion de receptor de VEG, cuyos ejemplos se describen a continuacion.

Una proteina de receptor de VEGF quimérica es una molécula de receptor
que tiene secuencias de aminoacidos derivadas de por lo menos dos proteinas
diferentes, por lo menos una de las cuales es una proteina de receptor de VEGF
(por ejemplo, el receptor fit—1 o KDR), que es capaz de unirse a la actividad
biolégica de VEGF e inhibirla. En ciertas realizaciones, las proteinas de receptor
de VEGF quiméricas de la invencion consisten en secuencias de aminoacidos
derivadas solo de dos diferentes moléculas de receptor de VEGF; sin embargo, las
secuencias de aminoacidos que comprenden uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0
la totalidad de los siete dominios de tipo Ig de la regién de unién de ligando
extracelular del receptor flt-1 y/o KDR pueden ligarse a secuencias de
aminoacidos de otras proteinas no relacionadas, por ejemplo, secuencias de
inmunoglobulina. Otras secuencias de aminodacidos a las cuales se combinan
dominios de tipo Ig seran evidentes sin dificultad para los expertos en el arte.
Ejemplos de proteinas de receptor de VEGF quiméricas incluyen, por ejemplo, Flt—
1/Fc soluble, KDR/F¢, o FLt—-1/KDR/Fc¢ (también conocida como VEGF Trap) (ver,
por ejemplo, Publicacién de Solicitud PCT Nro. WO 97/44453).

Una proteina de receptor de VEGF soluble o proteinas de receptor de
VEGF quiméricas de la invencion incluyen proteinas de receptor de VEGF que no
estan fijadas a la superficie de células por medio de un dominio de
transmembrana. De este modo, las formas solubles del receptor de VEGF, que
incluyen proteinas de receptor quiméricas, que son capaces de unirse a VEGF e
inactivarlo, no comprenden un dominio de transmembrana, y en consecuencia,
generalmente no se asocian con la membrana celular de células en las cuales se
expresa la molécula.

il. Usos terapéuticos.

La invencion provee un método de terapia complementaria que comprende
la administracién de un antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un
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anticuerpo anti-VEGF, a un sujeto, durante mas de un afo. En algunas
realizaciones, el sujeto tiene cancer colorrectal no metastasico. En algunas
realizaciones del metodo, el antagonista especifico de VEGF se administra luego
de la cirugia definitiva. El sujeto tratado en esta invencidon se encuentra
generalmente en riesgo de recurrencia del cancer.

En algunas realizaciones, el método de terapia complementaria extiende la
sobrevida libre de enfermedad (DFS) o la sobrevida general (OS) en el paciente.
En algunas realizaciones, se evalua la DFS o la OS, por ejemplo, se analiza
alrededor de 2 a 5 afios luego del inicio del tratamiento. Ademas, se provee un
método de terapia complementaria que comprende la administracién a un paciente
con cancer, de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, donde
se previene o demora el avance del cancer durante el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura mas de un
afno. En algunas realizaciones, el avance del cancer se previene o demora durante
alrededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de que el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF ha cesado. Ademas, la invencion provee un
metodo de terapia complementaria que comprende la administracion a un paciente
con cancer, de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, donde
se previene o demora la recurrencia del cancer durante el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo con el antagonista
especifico de VEGF dura mas de un afio. En algunas realizaciones, la recurrencia
del cancer se previene o demora durante alrededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de
que ha cesado el tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF. En
ciertas realizaciones, se administra al paciente el antagonista especifico de VEGF
luego de la cirugia definitiva. En ciertas realizaciones, la terapia complementaria
que comprende la administracién del anticuerpo anti~VEGF se continta durante
por lo menos 2 afios, por lo menos 3 afios, por lo menos 4 afios, por lo menos 5
afios, por lo menos 10 afios o més luego del inicio del tratamiento.

La invencion provee un método de terapia complementaria, que comprende
la administracién a un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del
cancer, por ejemplo, de un tumor primario, de una cantidad eficaz de un
antagonista especifico de VEGF, de manera de extender la DFS o la OS en el
paciente, donde el antagonista especifico de VEGF se administra durante mas de
un afio. En algunas realizaciones, la DFS o la OS se evaluan, por ejemplo, se
analizan, alrededor de 2 a 5 afios luego del inicio del tratamiento. Ademas, se

provee un método de terapia complementaria, que comprende la administracién a
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un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer, por ejemplo, de
un tumor primario, de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF,
donde se previene o demora el avance del cancer durante el tratamiento activo
con el antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura mas de
un afio. En algunas realizaciones, el avance del cancer se previene o demora
durante alrededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de que ha cesado el tratamiento
activo con el antagonista especifico de VEGF. La invencion provee adicionalmente
un méetodo de terapia complementaria que comprende la administraciéon a un
paciente que se ha sometido a Ia cirugia definitiva del cancer, por ejemplo, de un
tumor primario, de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF,
donde se previene o demora la recurrencia del cancer durante el tratamiento
activo con el antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF dura mas de un afio. En algunas realizaciones, la
recurrencia del cancer se previene o demora durante alrededor de 3, 4, 5 6 6
meses luego de que ha cesado el tratamiento activo con el antagonista especifico
de VEGF. En ciertas realizaciones, la terapia complementaria que comprende la
administracién del anticuerpo anti-VEGF se continda durante por lo menos 2
afios, por lo menos 3 afos, por lo menos 4 afos, por lo menos 5 arfios, por lo
menos 10 afios 0 mas, luego del inicio del tratamiento.

La invencion ademas provee un método de tratamiento de un paciente que
se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer, por ejemplo, de un tumor
primario, que comprende la administracién al paciente, de terapia complementaria
que comprende una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, de
modo de extender la DFS o la OS en el paciente, donde el antagonista especifico
de VEGF se administra durante mas de un afio. En algunas realizaciones, se
evalta la DFS o la OS, por ejemplo, se analiza alrededor de 2 a 5 afios luego del
inicio del tratamiento. Se provee ademas un método de tratamiento de un paciente
que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer, por ejemplo, de un tumor
primario, que comprende la administracién al paciente, de terapia complementaria
que comprende una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, donde
se previene o demora el avance del cancer durante el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura mas de un
afo. En algunas realizaciones, el avance del cancer se previene o demora durante
alrededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de que ha cesado el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF. La invencién provee adicionalmente un método

de tratamiento de un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer,
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por ejemplo, de un tumor primario, que comprende la administracién al paciente de
terapia complementaria que comprende una cantidad eficaz de un antagonista
especifico de VEGF, donde se previene o demora la recurrencia del cancer
durante el tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF, y donde el
tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF dura mas de un afo. En
algunas realizaciones, la recurrencia del cancer se previene o demora durante
alrededor de 3, 4, 5 6 6 meses luego de que ha cesado el tratamiento activo con el
antagonista especifico de VEGF. En ciertas realizaciones, el método comprende la
administracion del anticuerpo anti-VEGF durante por lo menos 2 afios, por lo
menos 3 anos, por lo menos 4 afos, por lo menos 5 afios, por lo menos 10 afios o
mas, luego del inicio del tratamiento.

Por ejemplo, un método puede comprender las siguientes etapas: a) una
primera etapa que comprende una pluralidad de ciclos, donde cada cicio
comprende la administracion, al sujeto, de una cantidad eficaz de un antagonista
especifico de VEGF, por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF tal como
bevacizumab, y opcionalmente, por lo menos un agente quimioterapéutico, con un
intervalo predeterminado; y b) una segunda etapa que comprende una pluralidad
de ciclos, donde cada ciclo comprende la administracién, al sujeto, de una
cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un anticuerpo
ant-VEGF tal como bevacizumab, sin ningln agente quimioterapéutico con un
intervalo predeterminado; donde las primera y segunda etapas combinadas duran
por lo menos un afio luego del tratamiento posoperatorio inicial. En algunas
realizaciones, la primera y segunda etapas combinadas duran mas de un afio
luego del tratamiento posoperatorio inicial. En algunas realizaciones, la segunda
etapa dura méas de 1 afio, por lo menos 2 aiios, por lo menos 3 afios, por lo menos
4 afos, por lo menos 5 afios o por lo menos 10 afos luego del tratamiento
posoperatorio inicial. En una realizacion, la primera etapa comprende una primera
pluralidad de ciclos de tratamiento, donde se administran un antagonista especifico
de VEGF, por ejemplo, bevacizumab, y un primer régimen quimioterapéutico,
seguida de una segunda pluralidad de ciclos de tratamiento, donde se administran
un antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF tal
como bevacizumab, y un segundo régimen quimioterapéutico.

En un ejemplo, el método incluye la administracién de FOLFOX6 modificado
(oxaliplatino (85 mglmz) con leucovorina concurrente (400 mg/m?) y 5-FU (400
mg/m?, bolo IV) el Dia 1, y 5-FU (2400 mg/m?) durante 46 horas el Dia 1 y el Dia

2), q 14 dias durante 12 ciclos (6 meses) mas bevacizumab administrado antes de
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oxaliplatino el Dia 1 de cada ciclo de quimioterapia (5 mg/kg 1V), q 14 dias durante
1 afio o mas.

En un programa de administracion, la terapia complementaria de la invencion
comprende una primera etapa donde se administran a un paciente un antagonista
especifico de VEGF, por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF, y uno o méas agentes
quimioterapeuticos, en una pluralidad de ciclos de tratamiento; y una segunda etapa
donde se usa un antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un anticuerpo anti—
VEGF, como un Unico agente en una pluralidad de ciclos de mantenimiento. Cada
ciclo de tratamiento consiste en una a tres semanas, de acuerdo con el plan de
tratamiento particular. Por ejemplo, un ciclo de tratamiento puede incluir
bevacizumab como el antagonista especifico de VEGF, y puede durar tres semanas,
lo que significa que los pacientes reciben una dosis de quimioterapia y una dosis de
bevacizumab cada tres semanas. Un ciclo de tratamiento ademas puede durar dos
semanas, lo que significa que los pacientes reciben una dosis de quimioterapia y una
dosis de bevacizumab, cada dos semanas. La primera etapa de tratamiento entera
puede durar alrededor de 4—-12 ciclos. Durante la segunda etapa de mantenimiento,
puede suministrarse bevacizumab cada dos semanas o cada tres semanas, de
acuerdo con la duracion del ciclo particular, y durante un total de alrededor de 10-50
ciclos. En ciertas realizaciones, la terapia complementaria dura por lo menos un afio
desde el inicio del tratamiento (por ejemplo, el tratamiento posoperatorio inicial), y se
seguirg el avance del sujeto después de ese tiempo. En algunas realizaciones, la
terapia complementaria de anticuerpo anti-VEGF dura mas de 1 afio, por lo menos 2
anos, por lo menos 3 anos, por lo menos 4 afios, por lo menos 5 afios o por lo
menos 10 afios desde el inicio del tratamiento, o dura hasta la muerte.

De acuerdo con el tipo vy la gravedad de la enfermedad, las dosificaciones
preferidas para el anticuerpo anti-VEGF se encuentran en el rango de
aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 50 mg/kg, con mayor preferencia,
de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, lo que incluye, sin
fimitacién, 7,5 mgkg o 10 mgkg. En algunos aspectos, el régimen
quimioterapeutico involucra la administracién intermitente de alta dosis tradicional.
En algunos otros aspectos, los agentes quimioterapéuticos se administran usando
dosis menores y mas frecuentes, sin descansos programados (“quimioterapia
metronomica”). El avance de la terapia de la invencién se controla faciimente por
medio de ensayos y técnicas convencionales.

La administracion del anticuerpo y la quimioterapia puede disminuir la

probabilidad de recurrencia de la enfermedad (recurrencia del cancer en el érgano
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primario, o recurrencia distante), en un paciente de cancer, en comparacién con
los sujetos tratados solo con quimioterapia (por ejemplo, leucovorina, oxaliplatino,
5-FU, irinotecano o sus combinaciones).

En un aspecto, la invencién provee un método de terapia complementaria,
que comprende la administraciéon a un paciente con cancer, luego de la cirugia
definitiva, de una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-VEGF, de manera de
extender la sobrevida libre de enfermedad (DFS) o la sobrevida general (OS) en el
paciente. La DFS o la OS pueden evaluarse, por ejemplo, analizarse, alrededor de
2 a 5 afios luego del inicio del tratamiento. En algunas realizaciones, la DFS o la
OS se evalla, por ejemplo, se analiza, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 afos luego del
inicio del tratamiento. La invenciéon ademas provee un método de prevencion de
recurrencia del céncer en un paciente, que comprende la administracion al
paciente, de una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-VEGF, donde dicha
administracidon del anticuerpo anti-VEGF previene la recurrencia del cancer.
Asimismo, la invenciéon provee un método de disminucion de la probabilidad de
recurrencia del cancer en un paciente, que comprende la administracién al
paciente, de una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-VEGF, donde dicha
administracién del anticuerpo anti-VEGF disminuye la probabilidad de recurrencia
del cancer. En algunas realizaciones de los métodos de la invencion, dicha
administracién del antagonista especifico de VEGF previene o reduce la
probabilidad de aparicidon de un tumor clinicamente detectable o su metastasis.

Para la terapia complementaria, el antagonista especifico de VEGF puede
administrarse en una cantidad, o durante un tiempo (por ejemplo, para un régimen
de terapeutico particular en funcién del tiempo), de manera de tal de reducir (por
ejemplo, el 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) o inhibir la
metastasis tumoral; reducir o inhibir el crecimiento tumoral o la proliferacion de
células tumorales; reducir o prevenir el crecimiento de un tumor latente; reducir o
prevenir el crecimiento o la proliferacién de micrometastasis; reducir o prevenir el
nuevo crecimiento de un tumor, luego del tratamiento o la remocién; yfo aliviar
hasta cierto alcance uno o mas de los sintomas asociados con el cancer.

El antagonista especifico de VEGF se administra generalmente luego de un
periodo de tiempo durante el cual el sujeto se ha recuperado de la cirugia. Este
periodo de tiempo puede comprender el periodo necesario para la curacidn de la
herida o la curacién de la incisién quirurgica; el periodo de tiempo necesario para
reducir el riesgo de dehiscencia de la herida; o el periodo de tiempo necesario

para el retorno del sujeto a un estado de salud esencialmente similar o mejor al
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estado de salud antes de la cirugia. El periodo entre la terminacién de la cirugia
definitiva y la primera administracion del antagonista especifico de VEGF también
puede incluir el periodo necesario para un descanso del farmaco, donde el sujeto
requiere o solicita un periodo de tiempo entre los regimenes terapéuticos. En
general, el periodo de tiempo entre la terminacion de la cirugia definitiva y el
comienzo de la terapia con el antagonista especifico de VEGF puede comprender
menos de 1 semana, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas (28 dias), 5
semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6
meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 1 afio, 2 afios, 3 afos o
mas. En una realizacion, el periodo de tiempo entre la cirugia definitiva y la
administracion del antagonista especifico de VEGF es superior a 2 semanas e
inferior a 1 afio.

En un ejemplo, el antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un
anticuerpo anti-VEGF, se administra en una cantidad eficaz para extender la
sobrevida libre de enfermedad (DFS) o la sobrevida general (0S). La DFS o la OS
pueden evaluarse, por ejemplo, analizarse, alrededor de 2 a 5 afios luego de una
administracion inicial de! anticuerpo. En ciertas realizaciones, la DFS o la OS de!
sujeto se evalua, por ejemplo, se analiza, alrededor de 3-5 afios, alrededor de 4-5
afios, o por lo menos alrededor de 4, por lo menos alrededor de 5 afios luego del
inicio del tratamiento, o luego del diagnéstico inicial.

El antagonista especifico de VEGF puede administrarse como un (nico
agente. La invencion ademas caracteriza el uso de una combinacién de por lo
menos un antagonista especifico de VEGF con una o mas terapias adicionales
contra el cancer. Ejemplos de terapias contra el cancer incluyen, sin limitacion, la
cirugia, terapia de radiacion (radioterapia), bioterapia, inmunoterapia,
quimioterapia, o una combinacién de estas terapias. Ademas, pueden usarse
agentes citotdxicos, agentes antiangiogénicos y agentes antiproliferativos en
combinacion con el antagonista especifico de VEGF.

En ciertos aspectos, el antagonista especifico de VEGF se usa en
combinacién con uno o mas agentes quimioterapéuticos para la terapia
complementaria en el tratamiento de cancer colorrectal, luego de la cirugia
definitiva. Pueden usarse una diversidad de agentes quimioterapéuticos, en los
meétodos de tratamiento combinados de la invencion. Una lista ejemplar y no
limitativa de agentes quimioterapéuticos contemplados se provee en esta solicitud
en la seccién de “Definiciones”, 0 se describen en esta solicitud.
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En un ejemplo, la invencion caracteriza el uso de un antagonista especifico
de VEGF con uno 0 mas agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, un coctel). En
algunas realizaciones donde el cancer es cancer colorrectal, el agente
quimioterapéutico puede ser aquel especificamente utilizado para el céancer
colorrectal, e incluye, sin limitacion, leucovorina, 5-fluoruracilo, oxaliplatino,
irinotecano o combinaciones de dos o0 mas de dichos agentes quimioterapéuticos.
La administracién combinada contempla la administracion simultanea, usando
formulaciones separadas o una sola formutacién farmacéutica, y la administracion
consecutiva en cualquier orden, donde, preferentemente, se presenta un periodo
de tiempo donde ambos agentes activos (0 todos) ejercen simultaneamente sus
actividades biologicas. La preparacion y los programas de dosis para dichos
agentes quimioterapéuticos pueden ser aquellos de acuerdo con las instrucciones
de los fabricantes, o segln lo determinado empiricamente por el médico experto.
La preparacion y los programas de dosis para la quimioterapia también se
describen en Chemotherapy Service Ed., M. C. Perry, Wiliams & Wilkins,
Baltimore, Md. (1992). E! agente quimioterapéutico puede preceder o seguir a la
administracién de! antagonista especifico de VEGF, o puede proporcionarse en
forma simultanea con dicha administracion.

La administracion combinada incluye la administracién conjunta o
concurrente, usando formulaciones separadas o una sola formulacién
farmacéutica, y la administracién consecutiva en cualquier orden, donde,
opcionalmente, se presenta un periodo de tiempo donde ambos agentes activos (o
todos) ejercen simultdneamente sus actividades biologicas. En consecuencia, el
agente quimioterapéutico puede administrarse antes o después de Ia
administracion del antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un anticuerpo
anti-VEGF. En esta realizacion, el tiempo entre por lo menos una administracion
del agente quimioterapéutico y por lo menos una administracion del antagonista
especifico de VEGF, por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF, preferentemente, es
de alrededor de 1 mes o menos, y con mayor preferencia, de alrededor de 3
semanas, 2 semanas 0 menos. Alternativamente, el agente quimioterapéutico y el
anticuerpo anti~VEGF se administran al paciente en forma concurrente, en una
sola formulacién o en formulaciones separadas. El tratamiento con la combinacién
del agente quimioterapéutico (por ejemplo, leucovorina, oxaliplatino, 5-FU,
irnotecano o sus combinaciones) y el anticuerpo anti-VEGF (por ejemplo,

bevacizumab) puede lograr un beneficio terapéutico sinérgico, o mayor que el
aditivo, para el paciente.

&1
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Si se administra, el agente quimioterapéutico habitualmente se suministra
en dosificaciones conocidas para dicho agente, o en forma opcional, menores,
dada la accién combinada de los farmacos, o los efectos secundarios negativos
atribuibles a la administracion del agente quimioterapéutico antimetabolito. La
preparacion y los programas de dosis para dichos agentes quimioterapéuticos
pueden ser de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes, o segun lo
determinado empiricamente por el médico experto.

En algunos otros aspectos, otros agentes terapéuticos Gtiles para la terapia
de combinacién contra el tumor con el anticuerpo anti-VEGF de la invencion
incluyen antagonista de otros factores que participan en el crecimiento tumoral,
tales como EGFR, ErbB2 (también conocido como Her?) ErbB3, ErbB4, o TNF. A
veces, puede ser beneficioso administrar también una o mas citoquinas al
paciente. En una realizacidn preferida, el anticuerpo anti—VEGF es administrado
en forma conjunta con un agente citotéxico o inhibidor de! crecimiento. Por
ejemplo, puede administrarse en primer lugar el agente citotoxico o inhibidor del
crecimiento, seguido del anticuerpo anti—VEGF. Sin embargo, se contemplan
también la administracion simultanea o la administracién del anticuerpo anti—-VEGF
en primer lugar. Las dosificaciones adecuadas para el agente inhibidor del
crecimiento son aquellas utilizadas actualmente, y pueden reducirse dada la
accion combinada (sinergia) del agente inhibidor del crecimiento y el anticuerpo
anti-VEGF,

La formulacion de la presente invencién ademas puede contener mas de un
compuesto activo segun lo necesario para la indicacién particular tratada,
preferentemente, aquellos que tienen actividades complementarias que no se
afectan de manera adversa entre si. Por ejemplo, puede ser conveniente
proporcionar adicionalmente anticuerpos que se unen a EGFR, VEGF {por
ejemplo, un anticuerpo que se une a un epitopo diferente en VEGF), VEGFR, o
ErbB2 (por ejemplo, Herceptin®) en la formulacién. Alternativa o adicionaimente,
la composicién puede comprender un agente citotéxico, una citoquina, un inhibidor
del crecimiento o un antagonista de VEGFR de molécula pequefia. Dichas
moléculas se presentan adecuadamente en combinacion en cantidades que son
eficaces para el propésito propuesto.

En ciertos aspectos, otros agentes terapéuticos Utiles para la terapia de
combinacién contra el cancer con el anticuerpo de la invencién incluyen otros
agentes antiangiogénicos. Se han identificado muchos agentes antiangiogénicos,

que son conocidos en el arte, entre ellos, aquellos citados por Carmeliet y Jain,
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Nature, 407 (6801): 249-57 (2000). Preferentemente, el anticuerpo anti-VEGF de
la invencién se usa en combinacion con otro antagonista de VEGF o con un
antagonista del receptor de VEGF tal como variantes de VEGF, fragmentos de
receptor de VEGF solubles, aptameros capaces de bloquear VEGF o VEGFR,
anticuerpos anti-VEGFR neutralizantes, inhibidores de bajo peso molecular de
tirosina quinasas de VEGFR, y sus combinaciones. Alternativa o adicionaimente,
pueden administrarse en forma conjunta al paciente dos o mas anticuerpos anti—
VEGF.

Para la terapia complementaria, la dosificacion apropiada de antagonista
especifico de VEGF puede depender del tipo de enfermedad por tratar, como se
define anteriormente, de la gravedad y el curso de la enfermedad, de la terapia
previa, los antecedentes clinicos del paciente y su respuesta al antagonista
especifico de VEGF, y el criterio del médico de atencién. El antagonista especifico
de VEGF puede ser administrado adecuadamente al paciente en una sola vez, o
durante una serie de tratamientos. En un régimen de terapia de combinacion, el
antagonista especifico de VEGF y uno o mas agentes terapéuticos contra el
cancer de la invencién se administran en una cantidad terapéuticamente eficaz o
sinérgica. De acuerdo con esta solicitud, una cantidad terapéuticamente eficaz es
aquella de modo tal que la administracion conjunta de un antagonista especifico
de VEGF y uno o mas agentes terapéuticos adicionales, o la administracién de
una composicion de la invencién, logra la reduccion o inhibicién del cancer, como
se describe con anterioridad. Una cantidad terapéuticamente sinérgica es aquella
cantidad de un antagonista especifico de VEGF y uno o mas agentes terapéuticos
adicionales, necesaria para prevenir sinérgica o significativamente la recurrencia
del cancer.

El antagonista especifico de VEGF y uno o mas agentes terapéuticos
adicionales pueden administrarse en forma simultanea o sucesiva, en una
cantidad y durante un tiempo suficientes para reducir o eliminar la aparicion o
recurrencia de un tumor, un tumor latente o de micrometastasis. El antagonista
especifico de VEGF y uno méas agentes terapéuticos adicionales pueden
administrarse como terapia de mantenimiento, a fin de prevenir 0 reducir la
probabilidad de recurrencia del tumor.

Como serd entendido por aquellos expertos en el arte, las dosis apropiadas
de agentes quimioterapéuticos u otros agentes antineoplasicos seran
generalmente aquellas aproximadas a las ya empleadas en terapias clinicas, por

ejemplo, donde los agentes quimioterapéuticos se administran solos © en

&5
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combinacion con otros agentes quimioterapéuticos. Probablemente, se produzcan
variaciones en la dosificacién conforme a la afeccién tratada. El meédico que
administra el tratamiento podra determinar ia dosis apropiada para el sujeto
individual.

Ademas de los regimenes terapéuticos anteriores, el paciente puede
someterse a la terapia de radiacion.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo anti~-VEGF administrado es un
anticuerpo desnudo, intacto. Sin embargo, el anticuerpo anti-VEGF puede estar
conjugado con un agente citotoxico. En ciertas realizaciones, el anticuerpo
conjugado y/o antigeno al cual se une son internalizados por la céiula, para lograr
la mayor eficacia terapéutica del conjugado para producir la muerte de la célula
neoplasica a la cual se une. En una realizacion, el agente citotoxico se dirige al
acido nucleico en la célula neoplasica, o interfiere con dicho acido nucleico.
Ejemplos de dichos agentes citotoxicos incluyen maitansinoides, caliqgueamicinas,
ribonucleasas y endonucleasas de ADN.

V. Dosificaciones y duracion.

La composicidon de antagonista especifico de VEGF sera formulada,
dosificada y administrada de manera consecuente con las buenas practicas
meédicas. Los factores por considerar en este contexto incluyen el trastorno
particular tratado, el sujeto particular tratado, la afeccion clinica del paciente
individual, la causa del trastorno, el sitio de liberacién del agente, el método de
administracion, el programa de administracién y otros factores conocidos por los
medicos. La “cantidad terapéuticamente eficaz” del antagonista especifico de
VEGF por ser administrado sera gobernada por dichas consideraciones, y es la
cantidad minima necesaria para prevenir, mejorar, tratar o estabilizar una
neoplasia benigna, precancerosa, o un cancer en etapa temprana; o para tratar o
prevenir la aparicién o recurrencia de un tumor, un tumor latente, o de
micrometastasis, por ejemplo, en el contexto neocomplementario o
complementario. Ei antagonista especifico de VEGF no necesariamente es
formulado con uno o méas agentes actualmente utilizados para la prevenciéon o el
tratamiento del cancer, o del riesgo de la manifestacion de cancer, si bien,
opcionalmente, es formulado con dichos agentes. La cantidad eficaz de dichos
otros agentes depende de la cantidad de antagonista especifico de VEGF
presente en la formulacion, el tipo de frastorno o tratamiento, y ofros factores
mencionados con anterioridad. Estos agentes se usan generalmente en las

mismas dosificaciones y con las mismas vias de administracion que las utilizadas
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anteriormente, o desde alrededor de 1 hasta 99% de las dosificaciones empleadas
anteriormente.

De acuerdo con el tipo y la gravedad de la enfermedad, aproximadamente 1
ug’kg a 100 mg/kg (por ejemplo, 0,1-20 mg/kg) de antagonista especifico de
VEGF es una dosificacion candidata inicial para la administracién al paciente, ya
sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, ya sea
mediante la infusién continua. Una dosificacion diaria tipica podria variar de
aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg © mas, de acuerdo con
los factores mencionados con anterioridad. Las dosificaciones particularmente
convenientes incluyen, por ejemplo, 7,5 mg/kg, 10 mg/kg y 15 mg/kg. Para
administraciones repetidas durante varios dias o periodos mas largos, de acuerdo
con la afeccion, el tratamiento se sostiene hasta que el cancer es tratado, segun lo
medido por los métodos descriptos con anterioridad o conocidos en el arte. Sin
embargo, pueden ser Utiles otros regimenes de dosificacion. En un ejemplo, si el
antagonista especifico de VEGF es un anticuerpo, el anticuerpo de la invencién se
administra una vez por semana, cada dos semanas, o cada tres semanas, en un
rango de dosis de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 15 mo/kg, lo
que incluye, sin limitacion, 7,5 mg/kg o 10 mg/kg. El avance de la terapia de la
invencion se controla con facilidad por medio de ensayos y tecnicas
convencionales.

La duracion de la terapia continuara durante tanto tiempo como sea
indicado por el médico, o hasta lograr un efecto terapéutico deseado (por ejemplo,
los efectos descriptos en esta solicitud). En algunas realizaciones, la terapia se
continda durante mas de un afo. En ciertas realizaciones, la terapia de
antagonista especifico de VEGF se continda durante 2 meses, 4 meses, 6 meses,
8 meses, 10 meses, 1 afio, 2 afios, 3 afios, 4 afios, 5 afios, o durante un periodo
de afos que abarcan toda la vida del sujeto. En algunas realizaciones, la terapia
se continta hasta el avance de la enfermedad. En algunas realizaciones, la terapia
se continla en ausencia de recurrencia de la enfermedad.

Los antagonistas especificos de VEGF de la invencion se administran a un
sujeto, por ejemplo, un paciente humano, de acuerdo con métodos conocidos,
tales como la administracion intravenosa como un bolo, o la infusién continua
durante un periodo de tiempo, por las vias intramuscular, intraperitoneal,
intracerobroespinal, subcutanea, intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, topica
o por inhalacion. Se desea en particular la administracion local si se asocian
toxicidad o efectos secundarios prolongados con el antagonismo de VEGF. Puede
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usarse también una estrategia ex vivo para aplicaciones terapéuticas. Las
estrategias ex vivo suponen la transfeccién o transduccién de células obtenidas
del sujeto, con un polinucledtido que codifica un antagonista de VEGF. Las células
transfectadas o transducidas entonces son retornadas al sujeto. Las células
pueden ser cualesquiera de una amplia gama de estirpes, que incluyen, sin
limitacion, células hematopoyéticas (por ejemplo, células de ia médula ésea,
macrofagos, monocitos, células dendriticas, células T, o células B), fibroblastos,
células epiteliales, células endoteliales, queratinocitos o células del masculo,

Por ejemplo, si el antagonista especifico de VEGF es un anticuerpo, el
anticuerpo se administra por cualquier medio, por ejemplo, la administracién
parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal, y si se desea
para el tratamiento inmunosupresor local, la administracion intralesional. Las
infusiones parenterales incluyen la administracién intramuscular, intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal, o subcutanea. Ademas, el anticuerpo es administrado
adecuadamente mediante la infusion por pulsos, en particular, con dosis
decrecientes del anticuerpo. Preferentemente, la dosificaciéon se suministra
mediante inyecciones, con mayor preferencia, inyecciones intravenosas o
subcutaneas, de acuerdo, en parte, con el tipo de administracién, a decir, breve o
crénica.

En otro ejemplo, el compuesto antagonista especifico de VEGF se
administra en forma local, por ejemplo, mediante inyecciones directas, cuando el
trastorno o la ubicacion del tumor lo permiten, y las inyecciones pueden repetirse
periddicamente. El antagonista especifico de VEGF también puede suministrarse
en forma sistémica al sujeto, o directamente a las células tumorales, por ejemplo,
a un tumor o un lecho tumoral luego de la escision quirdrgica del tumor, a fin de
prevenir o reducir la recurrencia local o la metastasis, por ejemplo, de un tumor
latente o de micrometastasis.

Alternativamente, puede suministrarse una molécula de acido nucleico
inhibitoria o un polinuciedtido que contiene una secuencia de acido nucleico que
codifica un antagonista especifico de VEGF, a las células apropiadas en el sujeto.
En ciertas realizaciones, el acido nucleico puede dirigirse al tumor en si mismo.

El acido nucleico puede ser introducido en las células por cualquier medio
apropiado para el vector empleado. Muchos de dichos métodos son bien
conocidos en el arte (Sambrook et al., supra, y Watson et al,, Recombinant DNA,
Chapter 12, 2d edition, Scientific American Books, 1992). Ejemplos de métodos de
suministro de genes abarcan la transfeccién mediada por liposomas, la
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electroporacion, los métodos de fosfato de calcio/DEAE dextrano, la pistola de
genes y la microinyeccion.

V. Formulaciones farmacéuticas.

Las formulaciones terapéuticas de los anticuerpos utilizados de acuerdo con
la presente invencién se preparan usando métodos convencionales conocidos en
el arte, por ejemplo, mediante la mezcla de! anticuerpo que tiene el grado deseado
de pureza, con portadores, excipientes o estabilizadores opcionales
fisiologicamente aceptables (Remington's Pharmaceutical Sciences, (20th edition),
ed. A. Gennarg, 2000; Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia, PA), en forma
de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores, excipientes o
estabilizadores aceptables no son toxicos para los receptores, en las
dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen reguladores tales como
fosfato, citrato y otros 4cidos orgénicos; antioxidantes, que incluyen acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil
amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio;
fenol, alcohol butilico o bencilico; aiquil parabenos, tales como metil o propil
parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3—pentanol; y m—cresol); pofipéptidos
de bajo peso molecular (inferior a aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales
como albimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales
como polivinilpirrolidona; aminoéacidos, tales como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que
incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA:
azucares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol: contraiones
formadores de sales, tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo,
complejos de Zn-proteina), y/o surfactantes no iénicos tales como TWEEN™,
PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). Las formulaciones de anticuerpos anti-
VEGF liofilizadas preferidas se describen en el documento WO 97/04801,
expresamente incorporado en la presente solicitud a modo de referencia.
Opcional, si bien preferentemente, la formulacién contiene una sal
farmacéuticamente aceptable, tipicamente, por ejemplo, cloruro de sodio, vy
preferentemente, en concentraciones aproximadamente fisioldgicas. De manera
opcional, las formulaciones de la invencion pueden contener un conservante
farmaceuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la concentracion del
conservante varia de 0,1 a 2,0%, tipicamente, v/iv. Los conservantes adecuados
incluyen aquellos conocidos en las artes farmacéuticas. Ejemplos de conservantes

son alcohol bencilico, fenol, m-cresol, metilparabeno y propilparabeno.
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Opcionalmente, las formulaciones de la invencién pueden comprender un
surfactante farmacéuticamente aceptable, en una concentracién de 0,005 a
0,02%.

En una realizacién, se provee bevacizumab para usos terapéuticos en
viales de un solo uso, libres de conservante, de 100 mg y 400 mg, a fin de
suministrar 4 mi o 16 ml de bevacizumab (25 mg/ml). El producto de 100 mg
puede formularse en 240 mg de o,o~trehalosa dehidrato, 23,2 mg de fosfato de
sodio (monobasico, monohidrato), 4,8 mg de fosfato de sodio (dibasico, anhidro),
1,6 mg de polisorbato 20, y agua para inyeccion, USP. El producto de 400 mg
puede formularse en 960 mg de «o,a~trehalosa dehidrato, 92,8 mg de fosfato de
sodio (monobasico, monohidrato), 19,2 mg de fosfato de sodio (dibasico, anhidro),
6,4 mg de polisorbato 20 y agua para inyeccion, USP.

La formulacion de Ia presente invencion ademas puede contener mas de un
compuesto activo segln lo necesario para la indicacién particular tratada,
preferentemente, aquellos compuestos con actividades complementarias que no
sean afectados de manera adversa entre si. Por ejemplo, puede ser conveniente
proporcionar adicionalmente anticuerpos que se unen a EGFR, VEGF (por
ejemplo, un anticuerpo que se une a un epitopo diferente en VEGF), VEGFR, o
ErbB2 (por ejemplo, Herceptin®) en la formulacion. Alternativa o adicionalmente,
la composicion puede comprender un agente citotdxico, una citoquina, un agente
inhibidor del crecimiento o un antagonista de VEGFR de molécula pequena.
Dichas moléculas se presentan adecuadamente en combinacién en cantidades
que son eficaces para el propésito propuesto.

Los ingredientes activos también pueden presentarse encerrados en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por medio
de la polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa
o gelatina y microcépsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas
de suministro de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albOmina,  microemulsiones, nanoparticulas vy nanocapsulas), o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan, por ejemplo, en la referencia
Remington's Pharmaceutical Sciences, supra.

Pueden formularse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeabies de polimeros hidréfobos solidos que contienen el anticuerpo,
donde las matrices se presentan en forma de articulos moldeados, por gjemplo,
peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacion sostenida inciuyen



59

poliesteres, hidrogeles (por ejemplo, poli-(2-hidroxietil-metacrilato), o
poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de los Estados Unidos Nro. 3.773.919),
copolimeros de acido L—glutamico y y etil-L—glutamato, acetato de etilenvinilo no
degradable, copolimeros degradables de &cido [actico~acido glicolico, tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de
acido lactico~4cide glicdlico y acetato de leuprolida) y acido poli-D—{-)-3-
hidroxibutirico. Si bien los polimeros tales como acetato de etilenvinilo y acido
lactico-acido glicdlico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100
dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos.
Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el organismo durante un
tiempo largo, pueden desnaturalizarse o formar agregados como consecuencia de
la exposicion a la humedad a 37°C, para provocar una pérdida de actividad
biologica y posibles cambios en la inmunogenicidad. Pueden disefiarse estrategias
racionales para la estabilizacion de acuerdo con el mecanismo involucrado. Por
ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacién es la formacién de
enlaces S-S intermoleculares a través del intercambio tio—disulfurc, Ia
estabilizacion puede lograrse mediante la modificacion de residuos sulfhidrilo, la
liofilizacion a partir de soluciones acidas, el control de! contenido de humedad, el
uso de aditivos apropiados y el desarrollo de composiciones de matrices
poliméricas especificas.

Las formulaciones por utilizar para la administracién in vivo deben ser
estériles. Esto se logra sin dificultad mediante la filtracidn a través de membranas
de filtracién estériles.

Vi. Eficacia del tratamiento.

La presente invencion provee métodos de terapia complementaria en
pacientes de cancer, donde el tratamiento produce efectos beneficiosos contra el
cancer, sin causar toxicidad o efectos adversos significativos. La eficacia del
tratamiento de la invencidn puede medirse mediante diversos criterios de
valoracion cominmente utilizados en la evaluacion de los tratamientos contra el
cancer, por ejemplo, sin limitacion, la duracién de la sobrevida, la sobrevida libre
de enfermedad, la sobrevida libre de avance, el tiempo hasta el avance de la
enfermedad, el tiempo en remisidn y la calidad de vida. Debido a que los agentes
antiangiogénicos de la invencion se dirigen a la vasculatura del tumor Yy no
necesariamente a las céiulas neoplasicas en si mismas, representan una clase
anica de farmacos antineoplasicos, y por lo tanto, pueden requerir medidas y
definiciones de las respuestas clinicas a los farmacos de caracter unico. EI
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anticuerpo anti-VEGF de la invencion puede causar la inhibicion de la
diseminacién metastasica, o puede simplemente ejercer un efecto bncoestético.
En consecuencia, deben emplearse nuevos enfoques para la determinacién de la
eficacia de una terapia antiangiogénica, que incluyen, por ejemplo, la medicion de
marcadores plasmaticos o urinarios de la angiogénesis, y la medicién de la
respuesta a través de imagenes radioldgicas.

En una realizacion, la presente invencion provee métodos de prevencion o
disminucion de la probabilidad de recurrencia def cancer en un paciente humano.

En un ejemplo, el antagonista especifico de VEGF, por ejemplo, un
anticuerpo anti-VEGF, se administra en una cantidad eficaz para extender la DFS
o la OS, donde la DFS o la OS se evalla, por ejemplo, se analiza, alrededor de 2
a 5 afos luego de la administracion inicial del anticuerpo. En ciertas realizaciones,
la DFS o la OS del sujeto se evalua, por ejemplo, se analiza, alrededor de 3-5
anos, alrededor de 4-5 afios, o por lo menos alrededor de 4, o por 10 menos
alrededor de 5 afios, o por lo menos alrededor de 6 afos, o por lo menos
alrededor de 7 afios, o por lo menos alrededor de 8 afios, o por lo menos
alrededor de 9 afios, o por lo menos alrededor de 10 afios luego del inicio del
tratamiento o luego del diagndstico inicial.

En una realizacién, los métodos de la presente invencion pueden usarse
para aumentar fa duracion de la sobrevida de un sujeto sensible a un tipo de
cancer o a la recurrencia del cancer, o diagnosticado con un céncer o una
recurrencia det cancer. La duracion de la sobrevida se define como el tiempo
desde la primera administraciéon del farmaco hasta la muerte. La duracion de la
sobrevida también puede medirse por medio de la relacion de riesgo estratificada
(HR, segtn su sigla en inglés) del grupo de tratamiento en comparacién con el
grupo de control, que representa el riesgo de muerte para un paciente durante el
tratamiento.

En aun otra realizacién, el tratamiento de Ila invencion aumenta
significativamente el indice de respuesta en un grupo de sujetos, por ejemplo,
pacientes humanos, sensibles a un tipo de cancer o diagnosticados con un tipo de
cancer, que son tratados con diversas terapias antineoplasicas. El indice de
respuesta se define como el porcentaje de pacientes tratados que han respondido
al tratamiento. En un aspecto, el tratamiento de combinacién de la invencién
usando un anticuerpo anti~VEGF y cirugia, terapia de radiacién, o uno o mas

agentes quimioterapéuticos incrementa de manera significativa el indice de
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respuesta en el grupo de pacientes tratados, en comparacion con el grupo tratado
con cirugia, terapia de radiacién o quimioterapia sola.

Vil. Produccidn de anticuerpos.

(i} Anticuerpos policlonales.

Preferentemente, los anticuerpos policionales se producen en animales por
medio de inyecciones multiples subcutaneas (s. c.) o intraperitoneales (. p.) del
antigeno pertinente y un coadyuvante. Puede ser util conjugar el antigeno
pertinente con una proteina inmundgena en la especie por ser inmunizada, por
ejemplo, hemocianina de lapa, albimina de suero, tiroglobulina bovina o inhibidor
de tripsina de soja, usando un agente bifuncional o derivador, por ejemplo, éster
de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion mediante residuos cisteina),
N-hidroxisuccinimida (mediante residuos de lisina), glutaraldehido, anhidrido
succinico, SOCI; 0 R'N=C=NR, donde R y R son grupos alquilo diferentes.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, conjugados inmundgenos o
derivados, combinando, por ejemplo, 100 ug 0 5 ug de Ia proteina o el conjugado
(para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes de coadyuvante
completo de Freund, e inyectando la solucion por via intradérmica en multiples
sitios. Un mes mas tarde, los animales son reforzados con 1/5 a 1/10 de la
cantidad original de péptido o conjugado en coadyuvante completo de Freund,
mediante la inyeccién subcutdnea en multiples sitios. Siete a catorce dias
después, se toma una muestra de sangre de los animales, y se ensaya el suero a
fin de determinar la valoracién de anticuerpo. Se refuerza a los animales hasta que
la valoracion se estabiliza. Preferentemente, el animal se refuerza con el
conjugado del mismo antigeno, aunque conjugado con una proteina diferente o a
través de un reactivo de entrecruzamiento diferente. Los conjugados ademas
pueden elaborarse en cultivo de células recombinadas como fusiones de
proteinas. Ademas, se utilizan convenientemente agentes de agregacion, tales
como alumbre, a fin de aumentar la respuesta inmunitaria.

(i} Anticuerpos monoclonales.

Pueden obtenerse en el arte diversos métodos para la preparacion de
anticuerpos monoclonales de la presente invencion. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales pueden producirse usando el método de hibridoma, que fue
descripto por primera vez por Kohler ef al, Nature, 256: 495 (1975), o pueden
producirse mediante métodos de ingenieria genética (Patente de los Estados
Unidos Nro. 4.816.567).

En el método de hibridoma, un raton u otro animal huésped apropiado, tal
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como un hamster o macaco, es inmunizado tal como se describe anteriormente, a
fin de producir iinfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que
se uniran especificamente a la proteina utilizada para la inmunizacion.
Alternativamente, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro. Los linfocitos entonces
son fusionados con células de mieloma usando un agente de fusién adecuado, tal
como polietilenglicol, a fin de formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, paginas 59-103 (Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma preparadas de esta manera se siembran y se
desarrollan en un medio de cultivo adecuado, que preferentemente contiene una o
mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de
mieloma progenitoras, no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma
progenitoras carecen de [a enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa
(HGPRT o HPRT, segin su sigla en inglés), el medio de cultivo para los
hibridomas habituaimente comprenderd hipoxantina, aminopterina y timidina
(medio HAT), donde estas sustancias previenen el crecimiento de células
deficientes en HGPRT.

Las ceélulas de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan
eficazmente, que sostienen la produccién de alto nivel estable de anticuerpo por
las células productoras de anticuerpo seleccionadas, y que son sensibles a un
medic tal como medio HAT. Entre estas, las estirpes celulares de micloma
preferidas son las estirpes de mieloma murinas, tales como aquellas derivadas de
tumores de raton MOPC-21 y MPC—11, que pueden obtenerse en el Salk Institute
Cell Distribution Center, San Diego, California U. S. A, y células SP-2 o X63-Ag8—
653, que pueden obtenerse en la Coleccion de Cultivos de Tipo Norteamericano
(American Type Culture Collection), Rockuville, Maryland,
U. S. A. Las estirpes de células de heteromieloma de ratén-humano y de mieloma
humano también se han descripto para la produccion de anticuerpos
moneclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur y col.,
Monocional Antibody Production Techniques and Applications, paginas 51-63
(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

El medio de cultivo en el cual crecen las células de hibridoma es ensayado
a fin de evaluar la produccion de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
antigeno. Preferentemente, se determina la especificidad de unién de los
anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma mediante la
inmunoprecipitacion, o por medio de un ensayo de union in vitro, tal como el

radioinmunoensayo (RIA) o el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA).
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Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos
de la especificidad, afinidad o actividad deseada, los clones pueden ser
subclonados mediante la limitacion de los procedimientos de dilucién, y cultivados
por medio de metodos convencionales (Goding, Monocional Antibodies: Principles
and Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986)). Los medios de cultivo
adecuados para este propdsito abarcan, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-
1640. Ademas, las células de hibridoma pueden cultivarse in vivo, como tumores
de asciticos en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones son
adecuadamente separados del medio de cultivo, liquido ascitico o suero, mediante
procedimientos de purificacién de inmunogiobulina convencionales, tales como
proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis de gel,
dialisis o cromatografia de afinidad.

El ADN codificador de los anticuerpos monoclonales es aislado facilmente y
secuenciado usando procedimientos convencionales (por ejemplo, utilizando
sondas de oligonucledtidos capaces de unirse de manera especifica a genes
codificadores de las cadenas pesadas y livianas de los anticuerpos monoclonales).
Las células de hibridoma sirven como una fuente preferida de dicho ADN. Una vez
aislado, el ADN puede ser colocado en vectores de expresion, los que luego son
transfectados en células huéspedes tales como células de E. colfi, células COS de
simio, células de ovario de hamster chino (CHO) o células de mieloma que no
producen de otro modo proteina de inmunoglobulina, a fin de sintetizar anticuerpos
monoclonales en dichas células huéspedes recombinadas. La produccion
biotecnoldgica de anticuerpos se describird en mas detalle a continuacion.

En otra realizacién, los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos pueden
aislarse de genotecas de fagos de anticuerpos generadas usando las técnicas
descriptas en la referencia de McCafferty et al., Nature, 348: 552-554 (1990).
Clackson ef al., Nature, 352, 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol,, 222:
581-597 (1991) describen el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos,
respectivamente, usando genotecas de fagos. Las publicaciones posteriores
describen la produccion de anticuerpos humanos de alta afinidad (rango nM)
mediante la mezcla de cadenas (Marks et al, Bio/Technology, 10: 779-783
(1992)), al igual que la infeccidn de combinacion y la recombinacién in vivo como
una estrategia para la construccion de genotecas de fagos muy grandes
(Waterhouse et al., Nucl. Acids Res., 21: 22652266 (1993)). Por lo tanto, estas

técnicas son alternativas viables para las técnicas de hibridomas de anticuerpos
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monocionales tradicionales, para el aistamiento de anticuerpos monoclonales.

El ADN también puede ser modificado, por ejemplo, reemplazando con la
secuencia codificadora para los dominios constantes de cadena pesada y liviana
humanos, las secuencias murinas homoélogas (Patente de los Estados Unidos Nro.
4.816.567; Morrison et al.,, Proc. Nall. Acad. Sci. USA, 81: 6851 (1984)), o uniendo
covalentemente a la secuencia codificadora de inmunoglobulina, toda la secuencia
codificadora para un polipéptido no inmunoglobulina, o parte de ella.

Habitualmente, se sustituyen con dichos polipéptidos no inmunoglobulina
los dominios constantes de un anticuerpo, o los dominios variables de un sitio de
combinacion de antigeno de un anticuerpo, a fin de crear un anticuerpo bivalente
quimérico que comprende un sitio de combinacion de antigeno que tiene
especificidad para un antigeno, y otro sitio de combinacion de antigeno que tiene
especificidad para un antigeno diferente.

(i) Anticuempos humanizados y humanos.

Un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacidos
introducidos, desde una fuente que no es humana. Estos residuos de aminoacidos
no humanos a menudo se denominan residuos de ‘“importacién’, que,
habitualmente, se toman de un dominio variable de ‘“importacion”. La
humanizacién pUede efectuarse esencialmente siguiendo el método de Winter y
colaboradores (Jones ef al., Nature, 321. 522-525 (1986); Reichmann et al.,
Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)),
mediante la sustitucion de las correspondientes secuencias de un anticuerpo
humano, con secuencias de COR o CDR de roedor. Por lo tanto, dichos
anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente de los Estados
Unidos Nro. 4.816.567), donde una cantidad sustancialmente menor que un
dominio variable humano intacto ha sido reemplazada por la correspondiente
secuencia de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos
humanizados habitualmente son anticuerpos humanos en los cuales algunos
residuos de CDR, y posiblemente algunos residuos de FR, son sustituidos con
residuos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto livianos como pesados,
para ser utilizados en la produccién de los anticuerpos humanizados es muy
importante para reducir la antigenicidad. Conforme al asi denominado método de
“mejor adaptacion”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor
es sometida a la identificacion sistematica contra la genoteca entera de

secuencias de dominio variable humanas conocidas. La secuencia humana gue se
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encuentra mas cerca de la del roedor entonces es aceptada como la regiéon de
marco humano (FR) para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151:
2296 (1993), Chothia et al., J. Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro método emplea
una region de marco particular derivada de la secuencia de consenso de todos los
anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas livianas o pesadas.
Puede usarse el mismo marco para varios anticuerpos humanizados diferentes
(Carter et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al., J.
Immunol., 151; 2623 (1993)).

Ademas, es importante que los anticuerpos sean humanizados con
retencion de alta afinidad para el antigeno, y otras propiedades biolagicas
favorables. Para lograr este objetivo, conforme a un método preferido, se preparan
anticuerpos humanizados mediante un proceso de analisis de las secuencias
progenitoras y diversos productos humanizados definidos, usando modelos
tridimensionales de las secuencias progenitora y humanizada. Los modelos de
inmunoglobulina tridimensionales pueden obtenerse comdnmente, y son
conocidos por los expertos en el arte. Se encuentran disponibles programas
informaticos que ilustran y exhiben probables estructuras de conformacion
tridimensionales de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La
Inspeccion de estas exhibiciones permite el andlisis del posible rol de los residuos
en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el
analisis de residuos que tienen influencia sobre la capacidad de Ia
inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De este modo, los residuos
de FR se pueden seleccionar y combinar desde el receptor y las secuencias de
importacién, de manera de lograr las caracteristicas del anticuerpo deseadas,
tales como la mayor afinidad para el antigeno o los antigenos blanco. En general,
los residuos de CDR estan directa y sustancialmente comprometidos en la
influencia sobre ia unién de antigeno.

Los anticuerpos anti-VEGF humanizados y sus variantes de maduracion
para afinidad se describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Nro.
6.884.879, concedida el 26 de febrero de 2005.

Ahora es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que,
con la inmunizacion, son capaces de producir un repertoric completo de
anticuerpos humanos en ausencia de produccién de inmunoglobulina endogena. A
modo de ejemplo, se ha descripto que la delecion homocigética del gen de la
region de union de cadena pesada del anticuerpo (Jy) en ratones mutantes de
linea germinal y quiméricos logra la completa inhibicion de la produccién de
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anticuerpo endogeno. La transferencia de la gama de gen de inmunoglobulina de
linea germinal humana en dichos ratones mutantes de linea germinal lograra la
produccion de anticuerpos humanos luego del desafio de antigeno. Ver, por
ejemplo, las referencias de Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551
(1993); Jakobovits et al., Nature, 362; 255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in
Immuno., 7: 33 (1993); y Duchosal et al., Nature, 355: 258 (1992).

Alternativamente, puede emplearse la tecnologia de exhibicién de fagos
(McCafferty et al., Nature, 348: 552-553 (1990)) a fin de producir anticuerpos y
fragmentos de anticuerpos humanos in vitro, a partir de repertorios de genes de
dominio variable (V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. Conforme a
esta tecnica, los genes de dominio V de anticuerpo son clonados en marco en un
gen de proteina de membrana menor o mayor de un bacteriéfago filamentoso, tal
como M13 o fd, y exhibidos como fragmentos de anticuerpos funcionales sobre la
superficie de la particula de fago. Dado que ia particula filamentosa contiene una
copia de ADN de filamento simple del genoma de fago, las selecciones sobre la
base de las propiedades funcionales del anticuerpo también logran la seleccién del
gen codificador del anticuerpo que exhibe dichas propiedades. Por lo tanto, el fago
imita algunas de las propiedades de la célula B. La exhibicién de fagos puede
efectuarse en una variedad de formatos, resefiados, por ejemplo, en la referencia
de Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology, 3:
564-571 (1993). Pueden utilizarse varias fuentes de segmentos de genes V para
la exhibicién de fagos. Ciackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) aislaron una
diversa gama de anticuerpos antioxazolona de una pequefa genoteca de
combinacién aleatoria de genes V derivados del bazo de ratones inmunizados.
Puede construirse un repertorio de genes V de donantes humanos no
inmunizados, y pueden aislarse anticuerpos para una diversa gama de antigenos
(entre ellos, autoantigenos), esencialmente siguiendo las técnicas descriptas por
Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), o Griffith ef al., EMBO J., 12: 725—
734 (1993). Ver, ademds, Patentes de los Estados Unidos Nros. 5.565.332 y
5.573.905.

Como se describe anteriormente, los anticuerpos humanos también pueden
ser generados por células B activadas in vitro (ver Patentes de los Estados Unidos
Nros. 5.567.610 y 5.229.275).

Los anticuerpos anti~VEGF monoclonales humanos se describen en la
Patente de los Estados Unidos Nro. 5.730.977, concedida el 24 de marzo de 1998,

(iv)  Fragmentos de anticuerpos.




67

Se han ideado diversas técnicas para la produccién de fragmentos de
anticuerpos. Tradicionalmente, estos fragmentos eran derivados mediante la
digestion proteolitica de anticuerpos intactos (ver, por ejemplo, las referencias de
Morimoto et al.., Jounal of Biochemical and Biophysical Methods, 24: 107-117
(1992); y Brennan ef al., Science, 229: 81 (1985)). Sin embargo, estos fragmentos
ahora pueden ser producidos directamente por células huéspedes recombinadas.
Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpos pueden aislarse a partir de las
bibliotecas de fagos de anticuerpos descriptas anteriormente. De modo alternativo,
los fragmentos Fab’'-8H pueden recuperarse directamente de E. coli y acoplarse
quimicamente a fin de formar fragmentos F(ab’), (Carter ef a/., Bio/Technology, 10:
163-167 (1992)). Conforme a otro enfoque, los fragmentos F(ab’), pueden aislarse
directamente a partir de cultivo de células huéspedes recombinadas. Otras
técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos seran evidentes para
los expertos en el arte. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un
fragmento Fv de cadena simple (scFv). Ver el documento WO 93/16185.

(vi)_Otras modificaciones de secuencias de aminoécidos.

Se contemplan las modificaciones de secuencias de aminodacidos de
antagonistas de los anticuerpos que se describen en esta solicitud. Por ejemplo,
puede ser conveniente mejorar la afinidad de unién u otras propiedades biolégicas
del anticuerpo. Las variantes de secuencias de aminoéacidos del anticuerpo se
preparan mediante la introduccion de cambios de nucleétidos apropiados en el
acido nucleico del anticuerpo, o mediante la sintesis de péptidos. Dichas
modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones, inserciones y sustituciones de
residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se efectua
Cualquier combinacion de delecion, insercion y sustitucion para lograr la
construccion final, siempre que la construcciéon final posea las caracteristicas
deseadas. Los cambios de amincacidos también pueden alterar los procesos
postraduccion del anticuerpo, tales como el cambio del ntimero o la posicion de los
sitios de glicosilacion.

Un método Util para la identificacién de ciertos residuos o ciertas regiones
del anticuerpo, que son ubicaciones preferidas para la mutagénesis, se denomina
"mutagénesis de barrido de alanina", como lo describen Cunningham y Wells,
Science, 244: 1081-1085 (1989), Aqui, se identifican un residuo o grupo de
residuos blanco (por ejemplo, residuos cargados tales como arg, asp, his, lys y
glu) y se reemplazan con un aminoacido cargado negativamente o neutro (con
mayor preferencia, alanina o polialanina), a fin de afectar la interaccion de los
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aminoacidos con el antigeno. Aguellas ubicaciones de aminoacidos que
demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones entonces se refinan
mediante la introduccién de variantes adicionales u otras variantes, en los sitios de
sustitucion, o en lugar de ellos. En consecuencia, si bien el sitio para la
introduccion de una variacion de secuencia de aminodcidos es predeterminado, no
es necesario predeterminar la naturaleza de la mutacién per se. Por ejemplo, a fin
de analizar el comportamiento de una mutacion en un sitio dado, se efectia la
mutagénesis aleatoria o de barrido ala en la region o el codén blanco, y las
variantes de anticuerpo expresadas se someten a identificacion sistematica para
detectar la actividad deseada.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones amino— o
carboxilo~terminales cuya longitud varia desde un residuo hasta polipéptidos que
contienen cien o mas residuos, al igual que inserciones de intrasecuencia de
residuos de amino4cidos unicos o multiples. Ejemplos de inserciones terminales
incluyen anticuerpo con un residuo metionilo N~terminal, o el anticuerpo fusionado
a un polipéptido citotdxico. Otras variantes de insercion de la molécula de
anticuerpo incluyen la fusién, al término N o C del anticuerpo, de una enzima o un
polipéptido que aumenta la semivida en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucidn de aminocidos. Estas
variantes tienen por lo menos un residuo de aminoacido en la molécula de
anticuerpo reemplazado por un residuo diferente. Los sitios de mayor interés para
la mutagénesis de sustituciéon incluyen las regiones hipervariables, aunque
también se contemplan las alteraciones de FR.

Las modificaciones sustanciales en las propiedades biologicas del
anticuerpo se efectan seleccionando sustituciones que difieren significativamente
en su efecto sobre el mantenimiento de: (a) la estructura del espinazo del
polipéptido en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una ldmina o una
conformacion helicoidal; (b) la carga o la hidrofobicidad de lta molécula en el sitio
blanco; o (c) el volumen de la cadena lateral. Los aminoacidos pueden agruparse
de acuerdo con las similitudes en las propiedades de sus cadenas laterales (enla
referencia de A. L. Lehninger, Biochemistry, segunda edicién pp. 73-75, Worth
Publishers, New York (1975)): '

(1) no polares: Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (1), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met
(M);

(2) polares no cargados: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N),
Gin (Q);
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(3) acidos: Asp (D), Glu (E);

(4) basicos: Lys (K), Arg (R), His(H).

Alternativamente, los residuos naturales pueden dividirse en grupos sobre
la base de propiedades de cadenas laterales comunes:

(1) hidrofobos: Norleucina, Met, Ala, Vali, Leu, lle;

(2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que afectan la orientacién de cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras acarrean el intercambio de un miembro
de una de estas clases por otra clase.

También puede sustituirse cualquier residuo cisteina no involucrado en el
mantenimiento de la apropiada conformacion del anticuerpo, en general, con
serina, a fin de mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar el
entrecruzamiento anormal. De modo inverso, pueden agregarse enlaces de
cisteina al anticuerpo, a fin de mejorar su estabilidad (en particular, cuando el
anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento Fv).

Un tipo particularmente preferido de variante de sustitucién supone la
sustitucion de uno o mas residuos de region hipervariable de un anticuerpo
progenitor (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la
variante o las variantes resultantes seleccionadas para desarrollo adicional
tendran mejores propiedades biolégicas en relacion con el anticuerpo progenitor a
partir del cual son generadas. Un modo conveniente para generar dichas variantes
de sustitucion es la maduracion para afinidad usando exhibicién de fagos. En
resumen, se mutan varios sitios de region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) a
fin de generar todas las sustituciones de amino4cidos posibles en cada sitio. Las
variantes de anticuerpos generadas de esta manera se exhiben en una forma
monovalente desde particulas de fagos filamentosos como fusiones al producto de
gen lll de M13 insertado dentro de cada particula. Las variantes exhibidas por
fagos entonces se someten a la identificacién sistematica a fin de establecer su
actividad biolégica (por ejemplo, la afinidad de unidn), como se describe en esta
solicitud. Con Ia finalidad de identificar los sitios de regién hipervariable candidatos
para la modificacion, puede efectuarse la mutagénesis de barrido de alanina, de
modo de identificar los residuos de region hipervariable que contribuyen de

manera significativa a la unién de antigeno. Alternativamente, o ademas, puede
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ser beneficioso analizar una estructura cristalina del compiejo de antigeno-
anticuerpo, de manera de identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el
VEGF humano. Dichos residuos de contacto y residuos vecinos son candidatos
para la sustitucion de acuerdo con las técnicas elaboradas en esta solicitud. Una
vez que dichas variantes son generadas, el grupo de variantes se somete a la
identificacion sistematica como se describe en esta solicitud, y los anticuerpos con
propiedades superiores en uno 0 mas ensayos pertinentes pueden seleccionarse
para mayor desarrollo. '

Otro tipo de variante de aminoacido del anticuerpo altera el patrén de
glicosilacion original del anticuerpo. La alteracidon quiere decir la delecién de una o
mas porciones de carbohidrato halladas en el anticuerpo, o la adicién de uno o
mas sitios de glicosilacién que no estan presentes en el anticuerpo.

La glicosilacién de anticuerpos habitualmente es N-ligada u O-ligada. La
N-ligacion se refiere a la adhesion de la porcidn de carbohidrato a ia cadena
lateral de un residuo asparagina. Las secuencias de tripéptido asparagina—X-
serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina,
son las secuencias de reconocimiento para la adhesion enzimatica de la porcion
de carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. En consecuencia, la presencia
de cualquiera de estas secuencias de tripéptido en un polipéptido crea un sitio de
glicosilacion potencial. La glicosilacion O—ligada se refiere a la adhesion de uno de
los azicares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa, a un hidroxiaminoécido,
mas comunmente, serina o treonina, si bien también pueden usarse 5-
hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicion de sitios de glicosilacién al anticuerpo se lleva a cabo de modo
conveniente mediante la alteracién de la secuencia de aminoacidos de manera de
contener una o mas de las secuencias de tripéptido que se describen
anteriormente (para sitios de glicosilacion N-ligados). La alteracién también puede
levarse a cabo mediante la adicién o la sustitucion de uno o mas residuos serina o
treonina, en la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glicosilacién O—
ligados).

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, el carbohidrato unido a
dicho anticuerpo puede ser alterado. Por ejemplo, los anticuerpos con una
estructura de carbohidrato madura que carece de fucosa unida a una region Fc del
anticuerpo se describen en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nro. US
2003/0157108 A1, Presta, L. Ver, ademés, US 2004/0093621 A1 (Kyowa Hakko

Kogyo Co., Ltd). Los anticuerpos con una N-acetilglucosamina de biseccion
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(GlcNAc) en el carbohidrato, unida a una regidon Fc del anticuerpo son
mencionados en el documento WO 03/011878, en la referencia de Jean—Mairet ef
al. y en la Patente de los Estados Unidos Nro. 6.602.684, Umana et al. Los
anticuerpos con por lo menos un residuo galactosa en el oligosacéarido unido a una
region Fc del anticuerpo se informan en el documento WO 97/30087, Patel ef al.
Ver, ademas, el documento WO 98/58964 (Raju, S.) y e! documento WO 99/22764
(Raju, S.), que se refieren a anticuerpos con carbohidrato alterado unido a su
regién Fc.

Puede ser conveniente modificar el anticuerpo de la invencion con respecto
a la funcion efectora, por ejemplo, de manera de aumentar la citotoxicidad
mediada por células dependiente de antigeno (ADCC), o complementar la
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) del anticuerpo. Esto puede
lograrse mediante la introduccién de una o més sustituciones de aminoacidos en
una regién Fc del anticuerpo. Aiternativa o adicionalmente, pueden introducirse
residuos cisteina en la region Fc, a fin de permitir la formacion de enlace de
disulfuro entre cadenas en esta regién. El anticuerpo homodimero generado de
este modo puede tener mayor capacidad de internalizacion, y mayores muerte
celuiar mediada por complemento y citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC). Ver las referencias de Caron et al., J. Exp. Med., 176; 1191-
1195 (1992) y Shopes, B., J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992). Los anticuerpos
homodimeros con mayor actividad antitumoral pueden prepararse también usando
entrecruzadores heterobifuncionales, seglin se describe en la referencia de Wolff
et al., Cancer Research, 53: 2560-2565 (1993). Aliernativamente, puede
disefiarse un anticuerpo que tenga regiones Fc duales, y de esta manera, pueda
tener mayor lisis de compiemento y capacidades de ADCC. Ver la referencia de
Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3: 219-230 (1989).

El documento WO 00/42072 (Presta, L.) describe anticuerpos con mayor
funcion ADCC en presencia de células efectoras humanas, donde los anticuerpos
comprenden sustituciones de amincacidos en su region Fc. Preferentemente, el
anticuerpo con mayor ADCC comprende sustituciones en las posiciones 298, 333,
y/o 334 de la region Fc (numeracion de residuos EU). Preferentemente, la region
Fc alterada es una regién Fc de 1gG1 humana que comprende o consiste en
sustituciones en una, dos o tres de estas posiciones. Dichas sustituciones son
opcionalmente combinadas con sustituciones que aumentan la unién de C1q y/o la
CDC.

Los anticuerpos con alterada unién de C1q y/o citotoxicidad dependiente de

&1
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complemento (CDC) se describen en los documentos WO 99/51642, Patente de
los Estados Unidos Nro. 6.194.551B1, Patente de los Estados Unidos Nro.
6.242.195B1, Patente de los Estados Unidos Nro. 6.528.624B1 y Patente de los
Estados Unidos Nro. 6.538.124 (Idusogie et al.). Los anticuerpos comprenden una
sustitucion de aminoacido en una o mas de las posiciones de aminoacidos 270,
322, 326, 327, 329, 313, 333 y 334 de su region Fc (numeracién de residuos EU).

A fin de aumentar la semivida sérica del anticuerpo, puede incorporarse un
epitopo de union de receptor de rescate en el anticuerpo (en especial, un
fragmento de anticuerpo), como se describe, por ejemplo, en la Patente de los
Estados Unidos Nro. 5 739 277. Conforme a esta solicitud, el término "epitopo de
union de receptor de rescate” se refiere a un epitopo de la region Fc de una
molécula IgG {por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3 o IgGy), responsable del aumento de
la semivida sérica in vivo de la molécula de 1gG.

Los anticuerpos con mayores semividas y mejor unién al receptor Fc
neonato (FcRn) se describen en los documentos WO 00/42072 (Presta, L.) y US
2005/0014934A1 (Hinton et al.). Estos anticuerpos comprenden una regién Fc con
una o mas sustituciones que mejoran la unién de la regién Fc a FcRn. Por
ejemplo, la region Fc puede tener sustituciones en una o mas de las posiciones
238, 250, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312, 314, 317, 340, 356, 360,
362, 376, 378, 380, 382, 413, 424, 428 6 434 (numeracion de residuos EU). La
variante de anticuerpo que comprende region Fc con mejor unién de FcRn
preferida comprende sustituciones de aminoacidos en una, dos o tres de las
posiciones 307, 380 y 434 de su region Fc (numeracion de residuos EU). En una
realizacién, el anticuerpo tiene 307/434 mutaciones.

Se contemplan ademéas los anticuerpos disefiados con tres o mas
(preferentemente, cuatro) sitios de union de antigeno funcionales (Solicitud de
Patente de los Estados Unidos Nro. US 2002/0004587 A1, Miller ef al.).

Las moiéculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencias de
aminoacidos de! anticuerpo se preparan por medio de una diversidad de métodos
conaocidos en el arte. Estos métodos incluyen, sin limitacion, el aislamiento de una
fuente natural (en el caso de variantes de secuencias de aminoacidos naturales), o
la preparacion mediante la mutagénesis mediada por oligonucleétidos (o dirigida a
sitio), mutagénesis de PCR (sigla en inglés de “reaccion en cadena de la
polimerasa”) y mutagénesis de casete de una variante anteriormente preparada o
una versién no variante del anticuerpo.

(v)  Inmunoconjugados.




73

La invencion ademas se refiere a inmunoconjugados que comprenden el
anticuerpo que se describe en esta solicitud, conjugado con un agente citotdxico
tal como un agente quimioterapéutico, una toxina (por ejemplo, una toxina
enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, de planta o animal o sus
fragmentos), o un isétopo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

Los agentes quimioterapéuticos Utiles en la generacién de dichos
inmunoconjugados se han descripto con anterioridad. Las toxinas
enzimaticamente activas y sus fragmentos que pueden usarse incluyen toxina de
difteria cadena A, fragmentos activos no ligantes de toxina de difteria, cadena de
exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadena de ricina A, cadena de abrina
A, cadena de modeccina A, alfa—sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de
diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAP), PAPlI y PAP-S), inhibidor de
Momordica Charantia, curcina, crotina, inhibidor de Sapaonaria officinalis,
gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.
Pueden obtenerse una diversidad de radionlclidos para la produccion de
anticuerpos radioconjugados. Ejemplos incluyen 2'2Bj, *3'f, '3'ln, 0y y "%Re.

Los conjugados del anticuerpo y agente citotdxico pueden elaborarse
usando una diversidad de agentes de acoplamiento de proteina bifuncional, tales
como N-succinimidil-3—(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminoticlano (IT),
derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetit adipimidato HCL),
esteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos bis—azido (tales como bis (p-azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de bis—diazonio (tales como bis—{p—diazoniobenzoail)—
etilendiamina), diisocianatos (tales como tolieno 2 6-diisocianato) y compuestos
de fllor bis-activos (tales como 1,5-difluor-2,4—dinitrobenceno). Por ejemplo,
puede prepararse una inmunotoxina de ricina segun se describe en la referencia
de Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). Un ejemplo de agente quelante para la
conjugacion de radionucleétido al anticuerpo es &cido 1—isotiocianatobencil-3—
metildietileno triaminapentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono-14. Ver el
documento WO 94/11026. '

En otra realizacion, el anticuerpo puede ser conjugado con un “receptor” (tal
como estreptavidina) para la utilizacién en la direccion previa al tumor, donde el
conjugado de anticuerpo-receptor se administra al paciente, luego se elimina de la
circulacion el conjugado no ligado, usando un agente de aclaramiento, y a
continuacion, se administra un “ligando” (por ejemplo, avidina), que es conjugado
con un agente citotdxico (por ejemplo, un radionucledtido).

85
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(vi). Inmunoliposomas.

E! anticuerpo revelado en la presente solicitud ademas puede formularse
como inmunoliposomas. Los liposomas que contienen el anticuerpo se preparan
por métodos conocidos en el arte, tales como los descriptos en la referencia de
Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc.
Natl. Acad. Sci,, USA, 77. 4030 (1980); y Patentes de los Estados Unidos Nros.
4.485.045 y 4,544 545. Los liposomas con mayor tiempo de circulaciéon se revelan
en la Patente de los Estados Unidos Nro. 5.013.556.

Los liposomas particularmente Gtiles pueden generarse por medio del
metodo de evaporacion de fase inversa, con una composicion lipida que
comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivada con PEG
(PEG-PE). Los liposomas son extruidos a través de filtros de tamafo de poro
definido, a fin de lograr liposomas con el didmetro deseado. Los fragmentos Fab'
del anticuerpo de la presente invencién pueden conjugarse con los liposomas
como se describe en la referencia de Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288
(1982) por medio de una reaccion de intercambio de disulfuro. Opcionalmente, el
liposoma contiene un agente quimioterapéutico (tal como doxorrubicina). Ver la
referencia de Gabizon ef al., J. National Cancer Inst., 81 (19): 1484 (1989).

VIil. Articulos de fabricacién y equipos.

En otra realizacion de la invencién, se provee un articulo de fabricacion que
contiene materiales Utiles para el tratamiento de los trastornos descriptos con
anterioridad. El articulo de fabricacion comprende un recipiente, un rétulo y un
prospecto. Los recipientes adecuados abarcan, por ejemplo, botellas, viales,
jeringas, etc. Los recipientes pueden formarse a partir de una diversidad de
materiales, como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicién que es
eficaz para el tratamiento de la afeccién, y puede tener un orificio de acceso estéril
(por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial
que tiene un tapén para la puncion con una aguja de inyeccion hipodérmica). Por
lo menos un ingrediente activo en la composicion es un anticuerpo anti-VEGF. E|
rétulo sobre el recipiente, o asociado con el recipiente, indica que la composicién
se usa para el tratamiento de la afeccion particular. El articulo de fabricacién
puede comprender ademas un segundo recipiente que comprende un reguiador
farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina regulada con fosfato,
solucidon de cloruro sodico compuesta y solucion de dextrosa. Asimismo, puede
incluir otros materiales deseables desde el punto de vista comercial y del usuario,

por ejemplo, otros reguladores, diluyentes, filtros, agujas y jeringas. Ademas, el

ol
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articulo de fabricacion puede comprender un prospecto con instrucciones para el
uso, que incluye, por ejemplo, una advertencia de que la composicion no debe
usarse en combinacion con otra compasicién, o instrucciones para el usuario de la
composicion acerca de la administracion a un paciente de la composicién de
anticuerpo anti-VEGF sola o en combinacion con una composicién antineoplasica,
por ejemplo, leucovorina, 5—FU, oxaliplatino, irinotecano o sus combinaciones. El
termino “instrucciones para el uso” significa la provisién de instrucciones para la
terapia aplicable, la medicacion, los regimenes de tratamiento y similares, por
cualquier medio, por ejemplo, por escrito, tal como en forma de prospectos u otro
material de promocién escrito.

El antagonista especifico de VEGF puede envasarse solo o en combinacién
con otros compuestos terapéuticos antineoplasicos en forma de un equipo. E!
equipo puede incluir componentes opcionales que ayudan en la administracion de
la dosis unitaria al paciente, por ejemplo, viales para la reconstitucién de las
formas de polvo, jeringas para inyeccion, sistemas de suministro IV adaptados,
inhaladores, etc. Ademéas, el equipo de dosis unitarias puede contener
instrucciones para la preparacién y administracion de las composiciones. El equipo
puede fabricarse como una dosis unitaria de un solo uso para un paciente, como
maltiples usos para un paciente particular (con una dosis constante, o donde Ia
potencia de los compuestos individuales puede variar a media que avanza la
terapia); o el equipo puede contener muitiples dosis adecuadas para la
administracion a multiples pacientes (“envasado en volumen”). Los componentes
del equipo pueden montarse en cartones, envases ampoliados, botellas, tubos y
similares.

La invencion provee un equipo para el tratamiento de un paciente que se ha
sometido a la cirugia definitiva de! cancer, por ejemplo, un tumor primario, que
comprende un envase, donde el envase comprende una composicion de
anticuerpo anti~-VEGF e instrucciones para el uso de la composicién de anticuerpo
anti-VEGF en la terapia complementaria, donde ias instrucciones establecen que
la DFS a 1 afio luego del inicio de la terapia complementaria para pacientes que

recibieron la terapia complementaria fue de 94,3, con una relacion de riesgo de
0,60.
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Depodsito de materiales.

La siguiente estirpe celular de hibridoma ha sido depositada bajo las
clausulas del Tratado de Budapest, en la American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, VA, USA:

Designacion de anticuerpo ATCC Nro. Fecha de
depésito
Ad4.6.1 ATCC HB-10709 29 de marzo de 1991

El siguiente ejemplo solo tiene la intenciéon de ilustrar la practica de la
presente invencién, y no se provee a modo de limitacion.

EJEMPLOS

Eiemplo 1. Terapia complementaria de bevacizumab en pacientes con
cancer colorrectal.

Este ejemplo se refiere al analisis de los resultados obtenidos en sujetos
con cancer colorrectal tratados en el ensayo clinico National Surgical Adjuvant
Breast and Bowel Project (NSABP C-08) (Proyecto Nacional complementario
quirargico de mama e intestino). El objetivo primario del estudio fue determinar el
beneficio clinico de la adicidn de bevacizumab a la quimioterapia convencional
para el tratamiento de cancer colorrectal, medido por la sobrevida libre de
enfermedad (DFS). Una segunda meta fue determinar si habia beneficio clinico en
la prolongacion de la sobrevida general. La quimioterapia convencional utilizada
en este ensayo fue una combinacién de leucovorina, 5~fluoruracilo y oxaliplatine.
Este ensayo evalud la eficacia de bevacizumab (AVASTIN®) como terapia

complementaria para pacientes con carcinoma de colon resecado de etapas I! y
.
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Diseno del estudio.

El disefio del estudio NSABP C-08 se representa en las Figuras 1y 2.

En el ensayo NSABP C-08, se usé el siguiente protocolo de tratamiento:

Grupo A/Grupo 1: FOLFOX6 modificado (mFOLFOXB6: oxaliplatino (85
mg/m?) con leucovorina concurrente (400 mg/m?) y 5-FU (400 mg/m?, bolo IV) el
Dia 1 y 5-FU (2400 mg/m?) durante 46 horas el Dia 1 y el Dia 2), q 14 dias
durante 12 ciclos (6 meses);

Grupo B/Grupo 2: FOLFOX6 modificado, q 14 dias durante 12 ciclos (6
meses) mas bevacizumab administrado antes de oxaliplatino el Dia 1 de cada
ciclo de quimioterapia (5 mg/kg, 1IV), q 14 dias durante 1 afio.

Bevacizumab (AVASTIN®) se suministrd como un liquido estéril,
transparente a levemente opalescente, listo para la administracion parenteral en
dos tamafios de vial: cada vial de vidrio de 100 mg (25 mg/ml - lleno 4 ml)
contenia bevacizumab con fosfato, trehalosa, polisorbato 20 y agua estéril para
inyeccion, USP, y cada vial de vidrio de 400 mg (25 mg/ml — lleno 16 ml) contenia
bevacizumab con fosfato, trehalosa, polisorbato 20 y agua estéril para inyeccion,
USP. Se administr6 AVASTIN® mediante la extraccion de la cantidad necesaria
para una dosis de 5 mg/kg y la dilucién en un volumen total de 100 ml de cloruro
sodico para inyeccion al 0,9%, USP, antes de la administracién intravenosa.

A fin de calificar estos ensayos, se solicitd a los pacientes que tuvieran
adenocarcinoma del colon histoldgicamente confirmado que cumpliera una de las
siguientes etapas:

(1) Carcinoma de etapa If (T34, No, Mg) (€l tumor ha invadido a través de la
capa muscular (muscularis propria), en la subserosa o en tejidos perirrectales o
pericdlicos no peritonealizados (T3); o ha invadido directamente otros érganos u
otras estructuras, y/o perfora el peritoneo visceral (T4)): o

(2) Carcinoma de etapa Il (cualquier T, Ny o 2, Mg) (el tumor ha invadido
hasta cualquier profundidad, con compromiso de nodos linfaticos regionales).

Los pacientes con tumores T4 que tenian compromiso de una estructura
adyacente (por ejemplo, vejiga, intestino delgado, ovario, etc.) por extension
directa desde el tumor primario eran idoneos si se cumplian la totalidad de la

siguientes condiciones:

(1) latotalidad o una porcion de la estructura adyacente fue removida en
bloc con el tumor primario;

(2) en la opinion del cirujano, todo el tumor groseramente visible fue
extirpado por completo (‘reseccion curativa”);
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(3) la evaluacion histoldgica del patologo confirmé que los margenes de la

muestra extirpada no estan comprometidos por las células malignas; y

(4) no se utilizaria la terapia de radiacién local.

Los pacientes con mas de un tumor de colon primario sincronico fueron
idéneos, donde la clasificacion de etapa se basé en el tumor primario mas
avanzado.

Los pacientes deben haber tenido una reseccion grosera completa en bloc
de tumor (reseccion curativa) por medio de la laparotomia abierta o colectomia
asistida con laparoscopia. Los pacientes que tuvieron un procedimiento quirlrgico
de dos etapas, a fin de primero proporcionar una colostomia descompresiva y
luego, en un procedimiento posterior, tener la reseccion quirtrgica definitiva,
fueron idéneos. El alcance distal del tumor debe ser superior o igual a 12 cm
desde el margen externo del ano en la endoscopia. Si el paciente no era candidato
para la endoscopia, entonces el alcance distal del tumor debe ser superior o igual
a 12 cm desde el margen externo del ano segun lo determinado por la
examinacion quirlrgica.

Los pacientes tenian 18 afios de edad o mas, tuvieron un grado de
actividad ECOG de 0 6 1, y en la opinién del investigador, debian haber tenido una
expectativa de vida de por lo menos 5 afios, excluyendo su diagndstico de cancer.

En el momento de la aleatorizacién, los pacientes debian haber tenido un
recuento de granulocitos absolutos posoperatorio (AGC segun su sigla en inglés)
superior o igual a 1500 mm® (o inferior a 1500/mm; si, en la opinion del
investigador, este representaba una variacién étnica o racial de lo normal) y un
recuento de plaquetas posoperatorio superior o igual a 100.000/mm>. Los
pacientes ademas tenian funcion hepéatica y renal normales.

Los pacientes con enfermedades malignas previas, que incluyeron cancer
colorrectal, fueron idéneos si habian estado libres de enfermedad durante por lo
menos 5 afios, y segun lo considerado por el médico de atencién, tenian bajo
riesgo de recurrencia. Los pacientes con carcinoma de célula basal o escamosa
de piel, melanoma in situ, carcinoma in situ del cuello uterino, carcinoma in situ del
colon o recto que habian sido tratados eficazmente, aun si estas afecciones fueron
diagnosticadas dentro de los 5 afios previos a la aleatorizacién, también fueron
idoneos.

Los pacientes no fueron idéneos si tuvieron alguna de las siguientes
afecciones: cancer de colon diferente de adenocarcinoma, tumores rectales,

metastasis aisladas distantes o no contiguas intraabdominales (aun si fueron

&Y



79

extirpadas), terapia sistémica o de radiacién iniciada para la enfermedad maligna,
hemorragia significativa no relacionada con el tumor de colon primario dentro de
los 6 meses antes del ingreso al estudio, herida grave o que no cura, Ulceras de
piel o fractura Osea, Ulcera gastroduodenal activa determinada por endoscopia,
procedimiento quirdrgico mayor, biopsia abierta o lesién traumatica significativa
dentro de los 28 dias antes de la aleatorizacién, anticipacion de la necesidad de
procedimiento quirdrgico mayor durante el curso del ensayo, biopsia central u otro
procedimiento menor, excluyendo la colocacién de un dispositivo de acceso
vascular, dentro de los 7 dias previos a la aleatorizacién, tension arterial
descontrolada (superior a 150/80 mmHg), antecedentes de isquemia
cerebrovascular del SNC, antecedentes de isquemia arterial periférica dentro de
los 6 meses, antecedentes de isquemia arterial visceral dentro de los 6 meses,
agentes antivirales halogenados concomitantes, neuropatia periférica clinicamente
significativa en el momento de la aleatorizacion (toxicidad neuromotora o
neurosensorial de grado 2 o superior usando el NCI Common Terminology Criteria
for Adverse Events Version 3.0 (criterios comunes de terminologia para eventos
adversos}), enfermedad sistémica no maligna que hubiera prohibido el uso de
cualquiera de los farmacos del estudio utlizados en el ensayo, embarazo o
lactancia en el momento de la aleatorizacion, trastornos psiquiatricos o adictivos u
otras afecciones que, en la opinion del investigador, hubieran evitado que el
paciente cumpliera con los requisitos de ensayo del estudio, PT (INR) (siglas en
inglés de “tiempo de protrombina luego de la remocidén de heparina”) > 1,5 a
menos que el paciente estuviera tomando antocoagulantes de dosis completa, y el
sujeto tuviera un INR en rango con una dosis estable de warfarina 0 una dosis
estable de heparina de bajo peso molecular, y el sujeto no hubiera tenido
hemorragia activa ¢ una afeccion patolégica asociada con un alto riesgo de
hemorragia.

El criterio de valoracién primario de este ensayo fue la duracién de la
sobrevida libre de enfermedad (DFS). Los eventos para la DFS incluyeron la
primera evidencia documentada de recurrencia de céancer de colon, segundo
cancer primario o muerte por cualquier causa. Los criterios de valoracion
secundarios fueron la duracion de la sobrevida general (OS) y la toxicidad
relacionada con la terapia del estudio. Los eventos para la sobrevida general
incluyeron la muerte por cualquier causa.

El diagnostico de la recurrencia del cancer de colon se efectud usando los
siguientes criterios.

6B
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Para sitios abdominales o pélvicos: citologia positiva, o biopsia, si es
anastomotico.

Ganglios abdominales, péivicos y retroperitoneales: (1) biopsia o citologia
positiva, (2) ganglios progresivamente crecientes, segun io evidenciado por dos
imagenes TAC (tomografia axial computarizada) o IRM (imagen de resonancia
magnética) separadas por un intervalo de al menos 4 semanas, (3) obstruccién
ureteral en presencia de una masa segtin lo documentado en la imagen de TAC o
IRM, o (4) una sola imagen de TAC o IRM que muestra una masa definida maligna
segun lo confimado por una imagen PET (sigla en inglés de “tomografia por
emision de positrones”) positiva en dicho sitio.

Peritoneo (que incluye peritoneo visceral y peritoneo parietal o epiplén): (1)
biopsia o citologia positiva; o (2) masa sdlida intraperitoneal progresivamente
creciente segun lo evidenciado por dos imagenes de TAC o IRM separadas por un
intervalo de al menos 4 semanas, o una sola imagen maligna segun lo confirmado
por una imagen PET positiva en dicho sitio.

Ascitis: citologia positiva.

Higado: (1) biopsia o citologia positiva; o (2) tres de los siguientes eventos
que no se asocian con enfermedad benigna: (i) hepatomegalia reciente o
progresiva, contorno hepatico anormal; (i) ecografia o imagen hepatica de
redionucledtido positiva; (i) imagen de PET positiva que confirma la imagen
anormal de TAC o IRM y que se asocia con un CEA (sigla en inglés de “antigeno
carcinoembrionario”) creciente; (iv) estudios anormales de la funcion hepatica; o
(V) CEA elevado, es decir, una elevacién persistente en la valoracion de CEA de
10 veces mas que el valor normal superior, confirmado en dos determinaciones
separadas por un intervalo de 4 semanas, en pacientes que tuvieron un valor
normal de CEA posoperatorio (la determinacién debe ser efectuada por el mismo
laboratorio, usando el mismo método).

Masa pélvica no especificada de otro modo (NOS, segtn su sigla en inglés):
(1) biopsia o citologia positiva; o (2) masa sélida intrapélvica progresivamente
creciente, segtin lo evidenciado por dos imagenes TAC o IRM separadas por un
intervalo de al menos 4 semanas, o (3) una masa sélida en una sola imagen TAC
confirmada por una imagen PET positiva en dicho sitio.

Pared abdominal, periné y cicatriz: biopsia o citologia positiva.

Sitios no abdominales y no pélvicos:

Esquelético: para toda recurrencia solo ésea, se requiere una biopsia.
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Pulmén: (1) biopsia, aspiracion o citologia positiva, o (2) evidencia
radiolégica de multiples nédulos pulmonares consecuentes con metastasis
pulmonares.

Medula ¢sea: imagen de IRM, biopsia, aspiracién o citologia positiva.

Sistema nervioso central: (1) imagen positiva de TAC o IRM, habitualmente,
en un paciente con sintomas neurolégicos; o (2) biopsia o citologia (para un
diagnéstico de compromiso meningeo).

El diagndstico de un segundo cancer primario fue confirmado
histolégicamente cuando fue posible.

Resultados.

Los resultados de este ensayo indican que la adicién de AVASTIN® a la
quimioterapia aumenté de manera significativa la DFS en comparacién con la
quimioterapia sola, durante el primer afio, que corresponde a la fase de
tratamiento activo. La informacién muestra que este beneficio significativo no se
asocié con ninguna toxicidad mayor o ningun efecto adverso.

Se reclutaron 2710 pacientes para el estudio (1356 para el grupo de control,
y 1354, para el grupo experimental). No se evaluaron 18 pacientes en el grupo de
control y 20 pacientes en el grupo experimental en términos de eficacia, debido a
que no hubo seguimiento, o debido a margenes quirdrgicos positivos. Ademds, se
hallé que 22 pacientes de! grupo de control y 15 pacientes del grupo experimental
no fueron idéneos por otras razones, si bien se incluyeron en el analisis. Por lo
tanto, se incluyeron en estos analisis 1338 y 1334 pacientes en el grupo de control
y en el grupo experimental, respectivamente. La mediana de seguimiento fue de
35,6 meses. Las caracteristicas de los pacientes fueron equilibradas por el grupo
de tratamiento. Poco mas de la mitad de los pacientes tenian menos de 60 afos
de edad, aproximadamente el 15% tenian mas de 70 afios, y la distribucién de
géneros fue igualitaria. Los pacientes de la etapa II- constituyeron
aproximadamente el 25%.

El tiempo hasta un evento se midi6 a partir de la aleatorizacion. Todos los
valores p, diferentes del criterio de valoracion primario, se evaluaron como
significativos en el nivel de 0,05 bilateral. Todos los intervalos de confianza fueron
del 95%. Las relaciones de riesgo (HR) se calcularon a partir de modelos Cox, y
los valores p desde el tiempo hasta el evento fueron del ensayo de rango log. Los
valores de HR y valores p se estratificaron por la cantidad de ganglios positivos,

cuando fue posible. Se compararon las proporciones por el método exacto de
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Fischer. El andlisis primario se bas6 en la intencién de tratamiento principal,
excluyendo solamente pacientes sin seguimiento y pacientes que no tenian riesgo
para el criterio de valoracion primario en el momento de la aleatorizacién (que se
sabia tenian metastasis o margenes quirdrgicos positivos). Se calcularon
estimaciones llanas de las funciones de riesgo subyacente por el método de Muller
y Wang (Biometrics, 1994 50: 61-76). Las estimaciones llanas de a relacién de
los riesgos subyacentes se calcularon por el método de Gilbert et al. (Biometrics,
2002, 58: 773-80).

Los resultados fueron los siguientes:

Nro. de | Nro. de [3 afios DFS | valorp
pacientes eventos (%)
mFOLFOX6 1338 312 75,5
mFOLFOX6 +| 1334 291 77,4 0,15
-bevacizumab

Para los pacientes con enfermedad en etapa |l, las DFS de 3 arios fueron
87,4% y 84,7% (HR = 0,82 IC 0,54-1,25; p = 0,35), y para los de la etapa |il,
74,2%y 72,4% (HR = 0,90 IC 0,76-1,07; p = 0,23), para los grupos experimental y
de control, respectivamente.

La relacion de riesgo (HR) final fue 0,888, con un valor p de 0,146. La
relacion de riesgo (HR) y los valores p evaluados en funcién del tiempo fueron los
siguientes:

Ano(s) 1 1,25 1,5 2 2,5 3
luego del
inicio del
tratamiento

HR 0,6 0,61 0,74 0,81 0,85 0,87

valor p 0,0004 <0,0001 | 0,004 0,02 0,05 0,08

La DFS a 1 afio luego del inicio del tratamiento fue de 94,3, para los
pacientes tratados con mFOLFOX6 + bevacizumab, y de 90,7, para los pacientes
tratados con mFOLFOX6 solo (la HR fue de 0,60, con un valor p de 0,0004).
Bevacizumab tuvo un fuerte efecto durante los primeros 1,25 afios (HR = 0,61
95% IC, 0,48-0,78, p < 0,0001). Esta informacion indica que la adicién de
bevacizumab a la quimioterapia confirid un beneficio clinicamente significativo
durante la fase de tratamiento activo (primeros 12 meses luego del inicio del

tratamiento) en la cual se administré bevacizumab al paciente, y poco después.

N
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Estos resultados ademas muestran, por primera vez, que la administracion de
bevacizumab durante méas de 1 afio es beneficiosa para el paciente.

A partir de la descripcion precedente, sera evidente que pueden efectuarse
variaciones y modificaciones a la invencion descripta en esta solicitud, a fin de
adaptarla a diversos usos y afecciones. Dichas realizaciones también se

encuentran dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.

q2
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REIVINDICACIONES

1. Un metodo de terapia complementaria, que comprende [a
administracion a un paciente con cancer, luego de la cirugia definitiva, de una
cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, de manera de extender la
sobrevida libre de enfermedad (DFS) o la sobrevida general (OS) en el paciente,

— e ————

donde el antagonista especifico de VEGF se administra durante mas de un afo.

2. El metodo de la reivindicacion 1, donde se evala la DFS o la OS
alrededor de 2 a alrededor de 5 afos luego del inicio del tratamiento con el

antagonista especifico de VEGF.

3. El método de la reivindicacion 1, donde la extension de la DFS o la
OS comprende la prevencion o demora de la recurrencia del cancer, o la

prevencién o demora de la aparicion de un segundo cancer primario.

4. Un método de terapia complementaria, que comprende la
administracion a un paciente con cancer, luego de la cirugia definitiva, de una
cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, donde se previene o
demora el avance del cancer durante el tratamiento activo con el antagonista

especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura méas de un afio.

5. El método de la reivindicacién 4, donde el avance del cancer se
previene o demora durante alrededor de 6 meses después de que ha cesado el

tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF.

6. Un método de terapia complementaria, que comprende la
administracion a un paciente con cancer, luego de la cirugia definitiva, de una

cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, donde se previene o
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demora la recurrencia del cancer durante el tratamiento activo con el antagonista

especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura mas de un afo.

7. El método de la reivindicacion 6, donde la recurrencia del cancer se
previene o demora durante alrededor de 6 meses después de que ha cesado el

tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF.

8. Un método de terapia complementaria, que comprende la
administracion a un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva de! cancer,
de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF de manera de
extender la DFS o la OS en el paciente, donde ef antagonista especifico de VEGF
se administra durante mas de un afio.

9. El método de la reivindicacion 8, donde la DFS o la OS se evalta
alrededor de 2 a alrededor de § afos luego del inicio del tratamiento con el

antagonista especifico de VEGF.

10.  El método de la reivindicacién 8, donde la extension de la DFS o la
OS comprende la prevencién o demora de la recurrencia del cancer, o la

prevencion o demora de la aparicion de un segundo cancer primario.

11. Un método de terapia complementaria, que comprende la
administracion a un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer,
de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, donde se previene
o demora el avance del cancer durante el tratamiento activo con el antagonista

especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura mas de un afio.

12. El método de la reivindicacion 11, donde el avance del cancer se
previene o demora durante alrededor de 6 meses después de que ha cesado el

tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF.
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13. Un método de terapia complementaria, que comprende la
administracion a un paciente que se ha sometido a la cirugia definitiva del cancer,
de una cantidad eficaz de un antagonista especifico de VEGF, donde se previene
0 demora la recurrencia del cancer durante el tratamiento activo con el antagonista

especifico de VEGF, y donde el tratamiento activo dura mas de un afio.

14. El método de la reivindicacion 13, donde la recurrencia del cancer se
previene o demora durante alrededor de 6 meses después de que ha cesado el

tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF.

15.  Un método de tratamiento de un paciente que se ha sometido a la
cirugia definitiva del cancer, que comprende la administraciéon al paciente, de
terapia complementaria que comprende una cantidad eficaz de un antagonista
especifico de VEGF de manera de extender la DFS o la OS en el paciente, donde

el antagonista especifico de VEGF se administra durante mas de un afo.

16.  El método de la reivindicacién 15, donde la DFS o la OS se evalla
alrededor de 2 a alrededor de 5 afios luego del inicio del tratamiento con el

antagonista especifico de VEGF.
17.  El método de la reivindicaciéon 15, donde la extension de la DFS o de
la OS comprende la prevencién o demora de la recurrencia del cancer, o la

prevencién o demora de la aparicion de un segundo cancer primario.

18.  Un método de tratamiento de un paciente que se ha sometido a la

Qe

cirugia definitiva del cancer, que comprende la administraciéon al paciente, de
terapia complementaria que comprende una cantidad eficaz de un antagonista
especifico de VEGF, donde se previene o demora el avance del cancer durante el
tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF, y donde el tratamiento

- activo dura mas de un afo.
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19. El método de la reivindicacion 18, donde el avance del cancer se
previene o demora durante alrededor de 6 meses luego de que ha cesado el

tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF.

20.  Un metodo de tratamiento de un paciente que se ha sometido a la
cirugia definitiva del cancer, que comprende la administracion al paciente, de
terapia complementaria que comprende una cantidad eficaz de un antagonista
especifico de VEGF, donde se previene o demora la recurrencia del cancer
durante el tratamiento activo con el antagonista especifico de VEGF, y donde el

tratamiento activo dura mas de un afo.

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, donde dicha
administracion del antagonista especifico de VEGF previene o reduce la
probabilidad de aparicion o recurrencia de un tumor clinicamente detectable, o su

metastasis.

22.  Un método de prevencién de la recurrencia del céncer en un
paciente, que comprende la administracion al paciente, de una cantidad eficaz de
un antagonista especifico de VEGF durante mas de un afo, donde dicha
administracion del antagonista especifico de VEGF previene la recurrencia del

cancer.,

23.  Un meétodo para disminuir la probabilidad de recurrencia del cancer
en un paciente, que comprende la administracién al paciente, de una cantidad
eficaz de un antagonista especifico de VEGF durante mas de un afio, donde dicha
administracion del anticuerpo anti-VEGF disminuye la probabilidad de recurrencia

del cancer.

24. El método de la reivindicacion 22 o de la rejvindicacion 23, donde el

paciente se ha sometido a la cirugia definitiva antes de ia administracion del

antagonista especifico de VEGF.



90

25. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-24, donde se
identifica que el paciente tiene riesgo de recurrencia del cancer, o baja

probabilidad de sobrevida, luego de la cirugia definitiva.

26. El meétodo de cualquiera de las reivindicaciones 1-24, donde el
metodo ademas comprende la administracion de un agente quimioterapéutico al

paciente.

27. El método de la reivindicacion 26, donde el tratamiento con el
antagonista especifico de VEGF es concurrente con el tratamiento con el agente

quimioterapéutico.

28. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-24, donde el

antagonista especifico de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF.

29. El método de la reivindicacion 28, donde el anticuerpo anti-VEGF se

administra al paciente por lo menos 28 dias después de la cirugia definitiva.

30. El método de la reivindicacion 28, donde el anticuerpo anti-VEGF es

bevacizumab.

31.  El método de la reivindicacion 30, donde el anticuerpo anti~VEGF se
une al mismo epitopo que el anticuerpo monoclonal anti-VEGF A4.6.1 producido

por el hibridoma ATCC HB 10709.

32. El método de la reivindicacién 30, donde e! anticuerpo anti—-VEGF
tiene una regién variable de cadena pesada que comprende la siguiente secuencia
de aminodacidos:

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVRQA
PGKGLEWVGWINTYTGEPTY AADFKRRFTF SLDTSKSTAY LQMNSLRAED
TAVYYCAKYPHYYGSSHWYF DVWGQGTLVT VSS (SEC. ID. NRO.: 1)
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y una region variable de cadena liviana que comprende la siguiente
secuencia de aminoacidos:
DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKVLIYF
TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YSTVPWTEGQ
GTKVEIKR (SEC. ID. NRO.: 2).

33. E! método de cualquiera de las reivindicaciones 1-32, donde el
cancer es cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer renal,

cancer gastrico, cancer de ovario o glioblastoma.

34.  Un equipo para el tratamiento de un paciente que se ha sometido a
la cirugia definitiva del cancer, que comprende un envase, donde el envase
comprende una composicion de anticuerpo anti-VEGF e instrucciones para el uso
de la composicion de anticuerpo anti-VEGF en la terapia complementaria, donde
las instrucciones establecen que la DFS a 1 afio luego del inicio de la terapia
complementaria para pacientes que recibieron la terapia complementaria fue de

94,3, con una relacién de riesgo de 0,60.
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RESUMEN
En la presente solicitud, se revelan métodos y composiciones que

comprenden anticuerpos anti-VEGF para el uso en [a terapia complementaria del

cancer.
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FIGURA 1
Grupo A
5
Farmaco Dosis Administracion Intervalo de | Duracién
dosificacion | planeada
Oxaliplatino | 85 mg/m? Administrado IV en
Leucovorina | 400 mg/m? forma concurrente con
bolsas de  infusién
separadas de 250 ml de { Dia 1 12 Ciclos
D5W vy lineas separadas | q 14 dias
conectadas por
entubado linea Y
durante 2 horas
5-FU 400 mg/m? Bolo IV durante 2-4
minutos
5-FU 2400 mg/m* | Infusién  continua IV | Dias 1y 2 g
durante 46 horas | durante 46 horas 14 dias
Grupo B
Farmaco Dosis Administracion Intervalo Duracion
de planeada
dosificac.
Bevacizumab { 5 mg/kg IV diluido en 100 ml de solucion
de NaCl al 0,9% suministrado
durante un periodo de: Dia 1 12 meses
80 min - 1ra. dosis q 14 dias
60 min - 2da. dosis
30 min - todas las dosis
posteriores
Linea infusién instantanea
Oxaliplatino | 85mg/kg |IV suministradc en forma
Leucovorina | 400 mg/kg | concurrente con bolsas de
infusién separadas de 250 ml de | Dia 1 12 ciclos
DSW y lineas separadas | q 14 dias (6 meses)
conectadas por entubado linea
Y durante 2 horas
5-FU 400 mg/kg | Bolo IV durante 2-4 min
5-FU 2400 Infusion continua IV durante 46 | Dias 1 y 2
mg/m? horas q 14 dias
durante 46
horas

10




94

FIGURA 2

ESQUEMA. C08

PACIENTES CON CARCINOMA DE COLON.
ETAPA ! O Ill EXTIRPADO

_ ESTRATIFICACIGN

Nro. de ganglios positivos 01— 3, >3y

ALEATORIZACION

. GRUPOT GRUPO 2

Bevacizmmak 5 mg/ks IV
~ wFOLFOX6* 1 |
ﬂ 14 dias x 12 ciclos @ 2semanas’x 1.afio.
-+
® 1 | mFOLFOX6*
4. 14 dias x'12 ciclos

- régimen RQLPOXS modificado
Oxalipiatino 85 mghn2 IV pra 1
Leucovorina 400 mefm? IV Dfa 1
5FU400mp/m2 boloV Dia 1 . L .
SFU 2400 mefe2 Por infusion IV continua durante 46 horas{(Dia y Dia2)
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authored by Genentech emiployees. = '

Sean A. Johnston
Vies PresidentIntellectual Property
Glenetitech, e,
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The First State

7, HARRIEY SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELRWARE, 00 -HEREBY. CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUZ AND CORRECT

COPY OF 'THE RESTATED CHRTIFICATE OF WGENENTECH, INC. ", FILED IN
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AMENDED AND RESTATED
CEREFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Geaentech, Inc. (the “Cotllﬂ‘?ﬂﬁan'f), #.corporstion organized and existlag

, ddes Bersby amend:the Gertificate of Thecrporation.of the G tion, which was

eriginally filcd-on December 23, 1986 unideritie name “Qensntoch Delaware,
e, and subsequendy amdnded.

" “The Certifcere 6f Ircorporafion,of the otporarioir hereby restatednd,
fiurther aetided t iead in i enlthey a8 olfows:

ARTICLE 1
|

t
The naate of shé:Corpiocation is; Geneatech, Ine. .
| ARTICER2

|
Theaddress of the registered offce of the Corporstion i the State.of
Delaware is Corporation Servics Company; 1013 Centre Rosd, City.of
Wilmirigton, Couity of New Castle, Delawnre 19805, The hamie.of its reglstered
agent at:such addresy is Corporation Servics Company..

The purpose ofithe Corporstion s to.engage In sy lewfil act.ov-activity
for which sorporaiions miy be‘organized under the:General Corporition.Law of
the State of Delaware as the sama eists ot may bersaftar be smended (“Delawere
Law™) f )

STATE OF DELANARE
SECRETARY OF STATE

DIVISION .

o 00,
FILED 08:00 AM

CORBORATIONS

8772B/189%

901302331 -~ Z112549
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SECTIONd.0%, Cepitdl Srock. (d) The: Corporationis authorized to issui
two! classes of slogk 16 be désigriabed; mepoutivaly. prcfcmd stock-and comrion
sock, mmalhu“mberofdmsw!nch rition is'abthiorized to issue Is
four hundred wiillion (400, 000.000) sha.rm G'nﬂ iumdred milisan- (1“00.000,000]
sheites shalll be designaindd prefémed 6 Value $0/02 per shave (“Proferred
Stoek). maebmmdmnhoncs 0,000;000) shisreyshall b ds Enaned
comunonstock, yer vilic §0:02 pés share (“Common Stock™) The Commmaon
Stock of thie Corporation shall tie all oFore sk,

‘() Theninnber él'auﬂxbnzed ‘shares of-any ¢lass.or classes of stock | thay
be incieased o decroased: (ourrotbelow tie tigala of shares: thereof ihen
Sutstanding] by e affiris mofamq]oﬁtymvomgpmdﬁ:e
obtstatiding stock of die Corporation entitiad 1o Vo1& thiréon’ irrespective of the:
‘Pravisionsof Seotoh 242(b)(2) of Detawsre Lisw;

§Ecﬁcﬂa402. *Gomowrdcz o) Zesiiiricasaiiid Congl ratlon. -Bny:
-unissoedort ehiaies of the Cummmsnpnk ndy bedssuad fof such:
‘Coasiderinion asihay Ve Hiedd i a0 RantETw i @pplicablelaw fomrfime s
#mo'by the Bourd ofmrecuors.

) Dividands. :

u;&;cct imhahghs 'ﬂmlam Ofthé Préfegred: Smd'c.
the: holdgm bftheu SOmHn ST

ea&dfdipmwheh_ih‘u’u _

g mywm
Dlrwmrs inany:-resclution: m ;

SEcTioN 4103, .?kfé‘r'fiédis‘rﬂéeﬁ.‘

fa) SEHa: and Lbni.'.wf Virlatigns Bariesn Seriés, &y wrissued o

Stockmaybemdﬁomtﬁmtot:memoneor

wnsldem'ianmslpajrbe )
.garﬁﬂeateshan beﬁled it the Sadre

aﬁy‘ seﬁesshai]bs
'nfsmmvnff‘nulmﬁmse&lﬁgq

designation, rigits; privileges; 108, S
to thepmrm“swckofm seties and widki-Sthier mafters
0 ths Board of Directors skiaf) 472 and. déterming; and-is Fege
cmpowctbdmﬁx Anid-deténmine; in, thbmanuarpmwdeﬂhy law,ibepmt:wlam of

1CA
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Asticle 3 dpphicable to'all gerfes:of Proferred Stoek), including; bet not imited,es, - .
ﬂt ﬁ_}! lnwing:. . . k -

@ the distinctive deslgnation o such series andthe mumber of
sshares which:shall ponstinite¢ serles; which Atmber tnay beindreased:
{except where othetwise provided by the:Board of DirestorsTh creating
soch séles)or decvsased {but ot elowthe ieyber of share et e
‘utstanting)Foah dite o ime by tike actibn of the Botrd of Diiecrors;

(i) ‘the annual.rite of dividends payable.onsherey of such-series,
the:conditions upon Which such dividends shall be payable.and the date
‘from which dividends shalf be. cinulative ln.the event the Boaid 6f
.bimﬁ,memﬂmiﬁs_x:;mﬁﬂbm,sﬁaﬁ bé culitolitive;;

(i) whofter 5Sh serfos dball havé Yotug rights, in addition ot
otlng rigits piovided by Taw mvd, iFso, the et of siivoring sighe
!

v} Whether such setdes shall'have onversion privileges and, if
30, the tenns and conditions.ofsuch donmcn,mﬂuﬁln&bufm]jw
to, piovision for adfustment of the couversion rate upon such eveitts and s i
suchmantier ds:the Board of Directors shsll deterinlsie;

i
(45} %ﬁhﬂmh,Ltﬁer&amdfsuchﬁodughaﬂbgmdmable
and, ¥ 6o, the tenms and.conditions of suckirederption, Sncluding the date
‘OF detes upon or aftee vhibh they shafl be redeemable, and the amount pet.
shar¢ faydble.in tass of redemyriion, which atwoust may vary undey-
different conditions. and ad different redeription dites;

i
(1) whether such serics shall have a.sinking fund for the
aption.or purchase of shares of that series and, if-20, the terms and

() the righis of the shares of suck series ia thaeveat of
+ veluttary of involdntary liquidation, dissotution or-winding 1 of the

mmdﬂl&fﬂm{venghmot’m’ffw, of;nymuu of thate:
oftharsedéeiand -~ | thares

1
. ] : . ) )
(i) amy other reltative rights, preférences and limitations 6f such.
series, L
|
i
i
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ARTICLES

1 Amdndmmgfaymbamim (@) Hirtherincoang
el o PO ey worfernid By Wi, ihe Board of Directore is

xpresslysuthiorized 15 ik, aler, ansend repea ARAYELCiid the bylaws oFihs-
Gorporation; subjeet v Secds swcb}‘an:;%ﬁhhmof- o

®) Seion22,
"brlawsmnymﬂybeaifmd,
Vate of hiolders of capital

LTS AT taTion

ervended repealed; o riscinded by the dffmitive
ital sioclc dintiled 6o Vots Hheroom represevitivg iore tiagi
50% of the shires entitled 1o 'be voited theren, '

(&) Sectlons 3:03() wid 315 of thebylaws may only boahiered, ,
amendod; tepealed, &'rmsbyétﬁia@ﬂhﬁm%ﬁdﬁ'@fﬁdlﬂ@ of capital stock
entitléd 1o vote thareon rejresentiig more than 90% of the shiifes enitled io be
vored therson, ’ ' "

_ SECTION:S:0Z, Amiarichitiaiof Covtificate of aconporation; Sectin
VT LY - ?-~ Eo. T i 2 .

Wmﬁﬂdmwwm

. Secmion 801, Haétion of Direcror by Holdkrs:0] Brefonridt Siock

ek Brefeired Sockior seties; (M) each
& al dircoter dhillsex; ahitern, endHave such voting powets, &
Shall be stared e provisians auch Prefered Stock ot seresy and’

iy hfivier the boldess of w SUCk Bréfeined ISfock or serfes therent s
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divestsd of suéhights fodlsetn spoctied nusibt of dlrectors, woting ars class,
pursuantio:tie ravisions ofsuck Prefaned Stock srseiies, the tgns-of office of
all firectors:clected tiy e Holders of gudiiPreforred Stock orsecley, votlkigas i
liss pursuant to'suck provisions bF sl il aiy vacancies resulfing fom the
dath; redignation:or temoval of direchors soeleeted by:ihie Boldess of quch
Preferred Stock or-serfes, shall forthwith berrtinzte md the muhotized titiber.of

directorsshall e rothiced:-accordthgly.

Secrion 6.02. Balloty. Elections of directors stafanavil ot spectal
‘meeting ofistockboldersiged ndebé by ittt baljoturless the byluws:of the
Comperation sial] provideptherwiie:

) |

SecTion-6.0%, Elimination of Cérvais Persprial [ability.of Direetors,, (a),
A diretor of the Corporstion shall.notbe figbleto the Corpatation or lis )
Stogkholders:for monetity damiges forbutach of duclary duty asa directorth
shie Aulllést extent permilisd by Delaware Law, _

{B) Eadh person-(and thi€ helrs, oxncutors:or administrators of such
person) who'was ot-is &party ar it {hremened to be mais & parey o, or is invlved
in.eay tueatened; peinding or cortipleesd action, suit or procesding, whether civil,
¢rimipal, sdministrative or investipative, b Fedgon of the fict that sudly pergon is.
or was'a direetor of the:Corporition of s or was strving ar 015 request of the
Cospotation us a director of andther cosporati tion, peitrership, joint venture, trust
or other entéfprist, shall be-indeminified and beld harmless by the Cofporation to
the fullest extent permitted by Delsorare Law. The right to indemnification
conferred in this Section6.03 ghul} sldo incinde thevight ba be paid by e
Corporation the expenses incurred in copnection-with arty such pivceeding in
advarice f Ity final disposition to the fullest éxtent authorized by Delaware Law.
?;ﬁg}um‘hdﬁhiﬁéiﬁomm@qd?mﬂi& Sectlon 6.03 4hall be a cofitmet
Heht .

{8} The Corpdrationimay, 5y action of fts Boati of Ditestors, provide
Jndemnification:to: such-ofithe officers, eniployecs.and agenmiof the Corporation
to.such extent and o fich sTictns the Board of Directors aball deternineto be.

appropriate and suthorized by Delaware Lave,

(@) The Corporation ehall have power o purchase and malntain
insianie:on behalfofany peesoniwhio ds of wasa diretton, effioer; emplopes br
ageit of th: Corporation, ot (3.0t » ng: it th fequest Sf the:Gorporation;as
& diréctor, officer, employee or sther corporaion, partnershis, jolif
Yertue, trift br olhér eaterptise ngatnsf ainy expenae; iability orjoss incurred by
fuch persundraiy suchicapaiity or arising

ke . |

I

I
|
I
i
1
I
1
i
|
1




AR
Y gmed

Hlectsnot jobe povert

Sompocedion will vease

M

o ey

Corpsi "fﬁﬁ--""iou!d':ﬁaw-“ﬂiﬁzmmibffnﬂﬁﬁh%agﬁmw; lisbiiicy

{8 Thedghts uid wﬂwﬁwmﬁ&wdmmwwouswshau ot b
mhmwufwmrngllfufhchaﬂypm "miay ofbeswibs Have o hetedfer
aeqie, - N _.

£eSpEt F amy acts or omission oettiming pitor 65 sach atterat ation, amendifiént,
‘Fepeal, resistlon, sdoption or modification.

T, Sacen 202 of Dlaiess s Toe Corporaoey

By S&ton 205 of Delawars Law,

SecTon 8L, Relaflonship Wi Kisch, o amticipation dist the :
adlow will eeasetio be's Wholly owned it try SERche Holdings, frig,,
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- ofthe Corporation and-lis 6fficeny, directors:and swsekdioldeis in-connetiion terewith.

SuCcrion8.02;. Siimilar Business Activitler. Exoept as Rochedldings,
Ine may othervise agresiin writing; : -
f

o) meMIMfwcaimmféﬁhhﬁqnmummmﬁym
indiresty 1 dfié faine of stmilir bukinessncrivitiesior Tiaes ofibtisiness 4 ihe
Carporstitn, and S

{6) neitherRochenormy officer bt dlrsetdt thersof fhallhe fidble to dm
Conpicration or it stockbiolders for breach.of any diduciary ity by resson-of amy.
, such-activities of Roche or of sirch Pefion’s participation therttn,

. I
In the event that Roche acquires knowledge ofa potential tragsaition or
-mattet that may boa corparate oppioraiity, fir/bath Roche it the Corporation,

Rocheshullhave o duty to'csmmunicate-orafler sudh comorite oppartimity o |

Sotporai. opportmiy for el Hirsets suth Sorp6it Spportmity to-anclhes
personot£ntity, of does noticommpnicate infiormatlon regarding, or offer, mch.
<cotpotateé. ofportanlty to the Corporetion.

SecTion 8.0, Corpimate, Opportimilies. In:he event that  direstar,
offlcer-otemplayee-of the Corporation who inalso 4 diréclar, officer oremployse
of Roctin acquires knowledge of a potential transaction or matter that may bea
¢ofporate.opportunlty for the Corporation-and Roche (whether such potentlal
tmnsaction or whatier is proposed by  thicd-party.or is.conceived ot by suck
dlrector. officer or emplayes of the Carporation), such director, officer or-
etmplayee shall be entitied to.offer such corpomsté.oppartunity to:the Corporation”
or Rache ¢ sch divector, afficer ot employse desms appropriate uider the
circumstancss.in his sol¢ discretior, and o such director; officer or employee
shall be (labi¢ to the Corporation aridts stockholders for breach of any:Siduciary
duty or duty of loyalty ox Rilure 1o 8¢t in (or not epposed o) the:best intetests of
the Corpdration ér the derivation of any impropetpersansl benefit by reason.of

orporntitity to Roche (rather than the Corporition) ar did pot Sommmicate
Hiformation regiriing such corporste opporfunity 5 the Corpotation or (i Racke
pursues.or acquires such sorporate opportunity for eelf or directssich corporate
ﬁmﬁf to another persor o¢ does.ndt comriunicate informationreparding

uel carfiirite Spportumit to-he Corporstion:
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SecTion 8.04: Deeined Consentiof Sroekiv)ess, Any person o entity
purclmsmgérolhmmxmu&mgmme aRY ‘shares-of capital stock of tie
Corporation-shall be/deemnid:to hiave Tivticeof and  bave Sodsented o the
provisloiis'of this Ariole 8. -

Jolitvertures; uxso
hm—l “ .:ﬁth":

-

65 8l ot enities (e thanlie Conporiot, defins)

Rule 1252 usidar the Seiuiy itios Excliangs Aet 6f 1934, 4 amended)of Roclig
Holditigs, Tne. '

st_ i of this;
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mestifig of tis Bosrd of Directors or committee thefeof whichauthorizes the
mm‘%ﬁfﬁf!ﬂ%;M@M!mﬁdnlwmﬂméngmbq{ﬁqﬁgqm
lermination or-salely bocause hts:or thelt-votes sre:counted for such purpose, but
any such contract, agreement; smrakigement or tranduction (or any-amendment,
modifigation or eethloation thereof) shall be.goveined by ks proyisions of it
Amendeitand Restued] Ceittfieaté of fncorparation, the Corpbrifion’s Bylaws;
Dol Law and other.applicable ¢, For plposes of thig Artiels , the irms
e “Corpdraton™and “Roche” Bavere theasipsse it a-Section 8.05.

SECIONS02. Qroren. Directars of this Corpotation whiare siso
dimetossoroffiesrsiof Riselie may be coutited it delermiining thé prégencerofia
qikdrum utameedng of the Board of Diréctors or of 2 commitee that sithorizes
bipfitouss any such contracl, agrpetiient; imingement or transaction or
amendment niodificativa ot termination Hereot), Gutehding:shidrés of Gommon «
Stock owned by Roohie rany be sotmeed iy determininig-the presence of a:quisnam
at.2 meefing of stockholders that aishorizes or Spproves hiiy such contract,
dgresment, arrangoment dr tringiction (oramendment, riiodificarion o
terminaioniéreo). |

SECTiQN 9.03 :No Liabilisy For-Good Faith Actiont. Neiier Rockio nar
any offfcer or director thétsof shall be Hible torthe Corporation:or fty stockholdars:
“Tor.breach of any Bducery duty or dity'of loyatty or flure to/sct In or it
personal benefit by resson.of the fictthat Roche:ot . offiest.of divector thereof”
1a good fifth takes any:action or ekerolses'any Hights or-gives:oe withholds.azy
cansent.in-connoction with any agresment or Eontract between Roche and the.
Corportion. No. vote castor other action taken by gy persott who's.tin oBficer,
director. of dther represenative of Roche, witich vate Is:cast or action-igtaker By
such persort In his eapacity as.a ditector of this Gorporation, sliall constitute an
‘ection of orthie exercise of a.right by.or & consert of Rockie for the purposs of sty
such agreement ofconttact. . | e .

SECTION 9.04. Deemed Consent:by Stockholders. Any persemor emxty
purchasing or ofherwise seqtiiring any intérest n eny. shares of capital stock of the
Cotporation éhall be deemied to have notice of and o have consented to the:

provigions. of this Afticle &

|
SECTION9.05. Coniracts Cowrad: Far prtposesof thls Arleln’; asy,
contract, sgeesent, armingoment or transaction with the Corporation or any
eoiporasion; partuesslilp, joiut veritre, msmciation.or otherenihy b which tss
Corporation bensficlally owns(dtrectly or fndirectly) iRty petosrit-ar mare of ihe
oitstanding voting m:%g@ﬂm;qm-mﬁqg;.-l,mm";". 3 -ghiall be deemed
To'be a contract, agreeaner, awangestint or transsétion mwith the Cotporation.
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{ SECTION9.06: Bindig Effecs. Nefther thesheradion, anserdmedt, didige
orrepedl 6P aity provision-of this Ardels thé sdoption ofany provision
Inconsistent with asiy prdﬁ's”lbn‘-ﬁﬁhis~5¥rﬁc!¢§97.shﬂi;‘elirﬁix‘xﬁ'fésof;ﬁ(mcc'flif
Efivetof this Article O it reiest 3Fiiny malier lter oocturiag, Gy ay. “dtion,

' Baf bt for tiis ARSES 6, Wi oilld aetteror arise; pior 1o wuch
“amendniént, dhdings, répeal oruioption.

SECTION9.07, Arilcle 8, The Providions oF s Avticle ¥ ave I addition v
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RADUECION AL ESPAROL del Cerfificado-de Incorporacidii.deGenentach, inc,
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APOSTILLA
{Convericion de La Hﬁ?ﬂﬁ-éﬁ.'“@dé‘-@éjﬂﬁteﬁde-ﬁ:9611’):

Pals: Estados YnidosdeAmarica

Este ddtumento pibtico

'ha sido firmrado ppor Harriet Stith Windsor

actuando en'capacidad de Secrotaria de Estado de. Delaware:
{leva el:selicimibre de Ia Ofigina-del Secretario-de Estado

Cerificade

en Dover; Defaware:

el veiritiouatrs di nrayo . b, 2005 .

por-el Secretsrio de E‘étéd"ﬁ, Departatienito de: Estado de Delaware
No, 625463t

Bélloltimbre: ; 10. Firma

Harfet Sifilth Windsor (Finma)
Sécretaria de:Fstado
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DELAWARE:!
 EL PRIMEH ESTADS.

YO, HARRIET SMITH WINDSOR; SEGRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICS POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES

UNA. COPIA AUTENTICA ¥ CORRECTA DEL GERTIFIGADO VUELT® A

REDACTAR DE "GENENTEGH, ING", PRESENTADO EN ESTA OFICINA £L
VIGESIMO SEGUNPO DIA DE JULIG, A. D. 1999, A LAS9 EN PUNTO DE L
MARANA.

Handet Smith Windsor (Fitma).
Harriet Smith Windsér, Secretariade Estado
| AUTENTICACION: 3900384

FECHA:




CORREGINO YVUELTO A REDACTAR
CERTIFIEADO DE INCORPGRACIGN
GENENTECH, ING:

Geéfientech, ing:

{la*Corporacién®y, arg COIpBraGion: Sraatizada y-existente:
bajo y:por viftod-de 1 Ley Sorierdi ds Corporacish del Estadode-Delaware;, por la

- presente:corrige-el Gerificads dé Thgorparagion; ebfue presentado-origitialmente et
23 da didleribre.da- {888, bus @ nombre *Genentech Belawars, lne™, y cortegido.
subsiguienterianite; ‘

Por la presente se vuelve a tedactar el ¢ertificado de incorporacién de fa.
Gorporatitn.y s ¢otrige:atin nias para. o -diga-en su totalidad lo.que sfgue:

ARTICULE 3
El nombiede la- Gorporaciénves: Gensrtect, e,
ARTICULG.2
La direcsion: des 1 oficing registrada de ja Corporacién e 6l Estado de
Delawdre: s Corporation’ Service: Gompany, 1093 Centra Réad; Ciudad de
WilimiingtoH, Condado de New castls, Delaware foies. & nombire e su' agente
Yegistrado en tal directidries Cotporation Seics Bt pany.
ARTICULDS
El frsbosito de. a 'cbmf-erani“am es.-¢l de partcipar si cyslquier ‘acto o
actividad Jegal para, las-euales s eorporagiones pueden ser organizadas: bajo, &

Ley Generdl de Lorporacién. Jsi Estado 4 Delawars ‘como existe o pueds se
madificada’la friistna & adelante-"Detaware Law), 7

. ARTIGULO &

-

. SEGBION 401, Acvionss: dé Capital. (5) fa G porgédih. estd auforizadara
émitir dos Gases g ‘aCeioiies -E{@-‘z‘é deben designarse, Tesggctivanients, aiisﬁ-és.
. préfeteriisles. v Hecignies, comunes. (&1 ntimero: toidl de " acciohes que 1a
- Cothoragion esta autorizada & "e's e cuatrocienyfs ey g'o,oo,ooo}':
i . . . . AT . T i L A L
e acciones.. Cien: miligs qﬁ%ﬂ; QEN0)-Ue-degionss i‘er- rateidres

. falbh /’;0@5 %L i\\ e 7 / ‘/ﬁq_ )

= ‘:5‘3_'\‘ -\“Q\ \\Q\% ol ag.
{\0-\’“ \c,\t’g Q;z."e' i \
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preferenciales, por uh valor de. $0.02 por acclém (“Aceisn Preferencial®). !
Trecientos ‘thillones 4313_,9‘_00@4-9.99_)-4 ds. acciones, iserdh designadas 4cclones
comunes, fiofun valor de 1$0;Q2- poraccidn {Acclén Coman™). La-adeidbn comin
de 1 Corporacién: serd toda de tna misma clase. ‘

3

(b} El nitmeto de: acclohies. autbtizadas. de: cualquier clase o clases de
ntimero.de-acciories de las:mismas que-en sy momento estan vigentes) por-elvoto
aflmativo. de Uha: mayeria con poder de: votatidn de Jas acsiones vigentes de fa
Corporacibn con  derecho a. votar por la misma Independiepte de las
eonsideraciones-de-la Seccién 242(h)(2) dé la-Ley de Delaware.

|

SECCEION 4.02. Accion Comun. (a) Emisién y Consideracién, Cualduier
acclén sin emitic & del tesoro del las Actiones Comunes. puede emiitivse para. tal
consideracion como pueda fijarse |d_e. acuerdo con la ley aplicable cada cierfo
tiempo por fa Junta Directiva. '

) I

{b) Dividendos. Sujeto a.19s deréches de los accionistas de: las Acclohies
Preferencidles, los accionistas de Acciones Gomiunes deberdn terier ei deréchio:a
recibir, cuando: ¥ come se 'géqlace‘ por fa Junta Diﬁecﬁva,,de: los activos de |
Corporatiti lo§ cuales estan disponibles-para ello por fey; dividendos pagables:ya
5&3 en:dinero, propiedad, o aééibne%:‘y los-aecibnistas-deda Accidn Preferencial ng
‘tendran derechio & participar e tales dividendos: (@ mencs que fa.Junta Ditectiva |
determine lo: cantrario en:puéligngrur_esg}gciﬁn que condiciona. fa: efnisién de una
sefie de Acciones: Preferentciales). ‘

SECCION 4:03. Accidn Pisterancial

(a} Seres y Limites de Varaciones entre: Series. Cualquier a6cign no
emiitida -0 del tessio de 1as Aé:_cjioties Preferenciales pueds emitirsé cada cierto:
tiempo en una .o mas series para fal cohsideracién como pueda ser fjada cada
gieito'tiempo por la Junta Ditectiva. | Antes de que se emita-cualquier accion de fas
Acciohes Preferenciales de cualquier serie particular, se deberd presentar un
certificado ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derachos, privilegios, restricciones, y condiciones que iran.anexas
a.las Acciones Pieferenciales de tal serie y tales stras cuestiones como pued / a%;.‘
requerirse, y fa Junta Directiva deﬁer-é'fij,ar y def jnar, y por la prese_n_t gﬁg W’
expresamente-autorizada para flar y determinat/eg \aStasthe, provista por |a g8 &
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' =p‘aﬁlctxlares de las actidhas. aew 8eTie (Slempre .y cuando, no sean HtonsRaHEs
£on fas. condicionas de gty Afficulo % aplicables 7 fodas fas Series da .Actioiss
Preferentiates); inciuysndo, perc sin limitarse a; las sigulentes:

iy Ta designacion distintivd de- tal' serie: y el nimero. de las
actiones-que han, de constititir-tal Sere; mumero: que: puede Incremeanitarse
{excapty’ chands s detefiriine de otro modo Ia Jurta Directiva al craar tdl
BENE) o rediicids (pero no por debadjo del niimero de. #eciohes de las
THismas Gue estén vigentes). cada -cierio i IeTipe. pér Uha dcciof semejante
‘dela Junita Directiva; |

i lataga aﬁﬁal de dividendos a ipagar solre: las. aicciones. de: (5]
serig, Jag condicisriss sobre das cuales se pagardn tales dividendos y &
feicha a partic de Ta: cua1'"los dividendas.serdn acuniufadtivos en &l &Velitd que:
e inta Dlrecﬁvaade.iemune que-los dividendos serdn deoritilatvos:

. iy  sila sene endra o Ao derechos de vato, ademids de los
derechos: da vots prewstes port la ley; y de ser asl, los términos -de: tales
derechosde voto;

vy s fal sefler iendré o. o' piivilegiss: de conversion y; de ser asi
los: tmines . condiziones da tal COTvargion; incliryendo, pero sir gstar
limitado 4, Ja cond:méﬁ bara ajuste de Ja tasa de conversich en taies
eventosy dental foiimy - como fa Junta: mrectlva“ o determitie;

v si Iasacciones d al serieseran v g rediitiibles y: de ser. asl

‘.’,'-.,_.‘ "
NS
Y 103 f€minosy condrcldnes de tal redenciBe,. ificldyéndo la fecha ofechas i
4

las cuales 6 despuds de las cualss Plieden ser redimibles, ¥: la: cantidad 5
‘pEgBrpoT Jtidn B caso de redencidn; cantidad que variarg baje diferetites
condicionias y en dlferenfes fechas de redencitny
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“ los derechios felatives. dé piioridad; de aber, de- paga-de dcciones dé esa

serle} y ‘
‘ !
{vili)  cualquier ofro de%rech‘a relativo, preferencia y-limitaciSn de tal
seria.

ARTICULOS

SECCION. 5.04. Enm?énda,s. 'a los estatutos por los Directores. (a) En
adicion y ne linitando los poderes cotferidos por estatulos, la-Junta Directiva: esta -
expresamente autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los
estalutos de la Corporatién, suje?iqs a las secciones 501} y 5010) a
continuacién.

!

by Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.08 de fos.
estatutos solo pueden alterarse, eamendarse, Tepelerse, o rescindirse: por el voto
afirmative de ilos accioristas ;de c8pita). tan; derecho & vofar las mismas que:
representeh: mas:del 6% de. Iis acciones con derecho arvotat las mistas.

{c) Las $acciones ;B;Q:Bj(_cf)-'y 8:15.de fos estatutos solo puedensser-afteradas,
enmeéndadas, repelidas, ‘o rescindldas: pot 'l votd afitative de Jos accionistas de
capital con derecho a votar las thismas que representen més del 90% de las
acciones coh derecho,a votar las m_ijsi‘rnas‘-;

©

SECCION 5.02. Enmienda def Certificadn: de dncomoracitn, La seccidn
5.01 (b} de esteCertificado deIncorporacién sélo puede ser alterada, enmendada,
fepelida, o rescindida por el voto afitmativo de los, accionistas de' capital con
derecho a volo sobre la mismia que’ iépresenten a més del: 66%. de las:acciones
can derecho a votar I misma, La-seccidn: §:01(c) y log Artlcilos 8y 9: dé. este
Certificado. de incorpofacién solo h:ueﬁalj Fltefarse, enmendarse, fepelerse, ©
rescindjrse por elvoto afirmativo dé I!os docionistas de.capital con derecho awolar
la misma que reprasenten més del !90.% de las -acciones con derecho a votar la
misma, ‘

Al{rl CULO &

SEGCION 8.01. Elaccitn dét Directorio .p.qr
Freferencial. Durante cualquier periode cuando. °
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' éc_‘_cji?:n' preferencial ciglquiera -de una o mas series de- Jas mismas, Glie: voten
como una. tidse, tengar derecho w elegir uh namers especifico de:difectores, por
FAZON 3 atrasos en los dividendos i vfras condicionas e 165 94h -0l derecho a
hacerle; entonces y durante ol Hemps: qiie. sontinte ‘derecho (i) et niimero: de
dirertores aorizads deisire odo:serg ierémentado por fal nimers-de:direstores
espetificado, y los aeelonlstas e tdles Aeclanes Preterenciales ¢ taies series o5
Tas misrias, que Votan f:’cfﬁ‘_o-:una clase, fendran derecho a elegir fos directsres
adicionales pata 16 que se- 'pjr,o\?ee_? de: dcugtdo: con las condiciones de fales
Attionés- Preferencialos o series” (i} vads ung de té-les-.t_iiféc’tqres: adicionales
semvird duranie tal terririo, y tendra tales poderss de voip; como se han de-otoigar
&n 1as: provisiones Ppettinentes 3 tales Adtiones Preferenciales o series; v (i)
sighipre- que. los: deciohiistas de: cualquilera: d » fales Aetlones: Preferenciales. o
Series: e Ias mismas estan :éesproﬁsfo:s, de tales derechos & slegir tn: nilfero
espeetiico de-dirsstores, ‘&:q'tar;fda‘ como; clase; de Beuards: bor 1ag tofidiciones de:
talss Acciones ;gmferen;ci‘a.‘l‘e.s? o- series, los férmiros da oficic de todos: los:
directores, elegidos por fos; a’ﬁ?ﬁbﬁist‘a‘é- 6 tales -Adciories preferenciales o: series,.
due volan rcomo clase, de dcuerds con igs Eondiciones o elegidos para llonar

cualguier-vacante. resuitants, s 18 Mugte; renuncla o remocidn de directores azl’

slegidos por los actioriistas ¢e tales Kcclones Prefersnciales o sefigs, temiinarsn

e adelarite y:¢l numero autorizado de directores serd tedlicide €n concordandia,

SECCION 8.02. Votaciohes. Las Slécciches. de directores en una rewnitn
anudl o-especial de -a'ccib’ni'stas Nécesaria no serdn por volos eseritos a menos gie
Ios estatutos.de Ja C*dfpb_jﬁaéién%q":gan locontrarip.

' SECCION 6,03, Eliminacién de cieffa resporsabiligad Pérsonal de los
it igctdrss:  {a) Wn dirsctor Ss i Cerporacidh: no sera respongable ante |5
I :Corporacin o sus: acciohistas. por Haos menetarios por wiolaeidn: dai dabar

Tidusiatiorcoriio directsthiasta dorde lo:permita; la Ley de Delsware.
(by Caga persona{y 3us herederos, ejactisras % ﬁ_éfij"i’_iﬁisj;_’tradpres; de 'tal
péfsonay quien fue o es'Uha. paite o st ié’r?ﬁéﬁé_z"éa_b-dq‘,r- A rte de, 0 esta
ih_sfp';pc‘radb ©n cualgifier deciéh, défiiarida: o proceso 7 "éna-z';'if  pendienits; o
completado, va sea civi, crirdinal, administrafivo o i estigafivo, por razén det
+- Yiehio deé 4 64 Psisona esto fue um diredlor ide 4 =€i©’i§p'¢7§t}- &8¢ estaba
strvigrits por $olisitud Qe fa Borporagbnicomo e ién,
86¢iédad, sodledad da' ?r':'iésg';,\h f'“‘“isf f}&é[ééﬁ’ﬁsgﬁu otra smpress; serd
- ipdemnizado 'y, comiplelan @Jﬁ;@ A 80\ por' la: Corforscivn Fasts ‘-,‘éf)‘hiﬂé‘ f®.
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' permita fa Ley de: Delawate. "€l defecho: 2 Ja indemnizacién concedido en esta

secclisr 6:03 tambléh -debe incluir el derecho @ que. la. Corperacin 16 pague los:
gastos:inicursidos en conexién cunaicualquiera de tales ptseesos por adelantade:
de su decisién final hasta donde ioéz autoriza a tey de Delaware, £l derechd. 3,
indemnizacién conferido-err esta seceién 6.03 serd un derecho contractual.

() La Corporacién puede, por accidn de-su Junta Directiva, proporcionar-
indemnizacidr g tales funcionarios, ..eiampiead'os y agentas de la. Corporacin hasta,
tal puiito y-a tal efecto como lo determine apropiadd 1a Junta Directiva y-lo autorice
la ey de Delaware. i

{d) La Corporacién tendré. ef poder de comprar y mariterier un segurd &
nomibre de cualqiiier persana quien es o fue director, Tuncioniarlo, empleado g
agetite~de 13 corporacidn, o esta o:estuvoe en sercio:por pedide.de-a Cofporacidn
comd director; funcionario, :emplestio o agehfs e otré cofporadion, sociedad,
sociedad desriesge compartida, fideleomiso:d gtia-iiipresa contra cualquier gasto,
responsabilidad .o pérdida intutrida por tal: pefsona en cualquler capacidad o que

-+ surge de su estado. coma tal, ¥a sea si Ja Corporacién tiene 0 no. ef pader- de

indertinizarlo:contta tal responsabilidad bajo aley de Delaware.

(6) Los derechos y autoridad confefidos. en esta Seccién 6:03 no seran
exclusivos de ninglin otro derecho. |8} ciial cualquier otra persona pueda tener o
adquitir dé aqul e adelaite:

{fy Ni |a alteracion, anrriienda;, rechazo b rescisidn dé ésta ‘Seccion 8.03, nl
la. adopeién de ninguna condicién de este. Certificado de Incorporacién o de los
Estafutos de la Corporatidn, ni, fasta donde o permite la Ley de- Delawdre,
ninguna modificacién de la Jey_; -debe eliminar-o reducir €l efecto de esta Seccidn
6.03 respecto & ninguno de los actos u omisiones _qu_é ocufrdn antes. de tal
atteracin, eniienda, rechazo, resclsién, adopeltn.o iodificacion.

AlxRT,IGULO 7

SECCION 7.01, -Seceién 203 de {a Ley de Defaware. Porla presente-la
Cotporacion elige no: serggﬂbﬂmada!: por la Secdion 203de; la Ley de:Delaware.
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ARTICULGE

'SECCION. 8:01. Relacién con Roch: Ariticipiridoss: & que la-Corporacién:
©o8s dé-ser un subsidiaria completarente- de: propladsd dé Roche ‘Holdings, Inc.,
Pero: que Roche (como. se H‘eﬁrfer en la sectiéh 8:05) permanezca siendo uri.
acdlonista de la Gotporacitn, 'y afiticipatidsse. a que:la Cerporacibi (corio se
define er la Seecibh 6.08) v Rotns Puede entrar en actividades o lineas de
negotios Seniejantes ¢ -§ifﬁi!§;eg: y tener un inferds en ias miigmias rets. de
oportutiidades eotporativas, Yy en Jecorivtimiento  de: () los béneficios a ser
dafivados por la Gorporacién. & través .de: SUs Felacionss confractuales,
Gorporativas y de negocios con Roche {inclayends 6l servicio ds funcionarios y
directores. ‘de- Roche como. edftéété‘l’“é‘.ﬁ:j de 1a. Corporacitny y (ij las Hificuitadss
concomitantes a cualgidiar director, quien. desea: Y Se propone salisfater
corripletaments: tales deberes; fiduclarios: el director, al defsrmiingr 8l Alednce
complets de: tdles deberes; en cualguier sltuacion partisls, lag cotidiciories de:
€std articlios § se estdblecen pard tegular, defisicy guiar 14 sGhducta des cigrtas
Cligstiones de a Corporaciéniya Quespligden involiseiar 4 Roéhe y susfuncionaros
Y. dlreciores; v Jos: ;ptséi"ere“s'ﬁ eraiehos, debéres V. responsabilidades de ia
Comoraclrry sus-fniionaries! dirsetores y acsionistas en conexibn ton Sste,

SECCION 8:02. Actividades en Negocivs Siilares. Exespto que Roche
HOldIngs; Inc: puedar de:otra formia acordaNsporeseiito,

{8) Roche no. tendra 8l deber de abstenerse de entrar difsctamante 6
Inditectarisrite en actividades: de: n‘eigqcie's‘ 0 lineas de neyosios gemigjantes o
sifilares aas 44 14 Corporadion, y. | /

{0) ni Rocfie ni riligune de &t fukcionarios o director de la misma serd
responsatile 4 la Gorporacién & § ,E;'s’;'.-‘afcg(;iéri_is_tas Pporviolarcualquier deber fidiciars
por Tazén: de: afgura 4 tales ﬁé-g:“ﬁﬁ'ci_%dés 'de” Roche: ¢ de la patlisibacién G8 tal
persong-en 5y misiias. S ' d

-
-

En el vento que Roche adqiiisrs gohiscitiientos g unf
materis potencial que puedy §er u’fnajg'qpbr'tunldad "COTHOM
oMo paalat CaTBGIGia, Riche nottendrd ef deberdle g fhunicar u offecet fal #
‘oportunidsd chiporstiva a Ta Gomporacisn y no. -Jee Ssporsable ante
Corpsfation o:sus: accionistas’ ;Sbr"\‘f@lé'r' iU gt figician
de: . Comoracién © ) persona: que Sontroli '




" que Roche prosigue o adquiefe. tal oporuriidad corporativa para si misma, dirige

tal oportunidad corporativa a ofra persohil o ‘éntidad, o no :comunica informacion
respecto, u ofrece, tal.opottunidad cotgorativa a fa Corporacian,

‘SECCION 8.03. Oportunidades.Corporativas; En el evetito' gue un director,
funciondtio o.empleadida fa -Gprgptaplﬁn quien también es-ditector, fungionario o
emplaafio db Reche adquiera:conocimiento de und trdnsadeion o-materia piqi;en_clét
Qe pueda ser una ;oporiunfda‘t;i corporativaipara la Corporacidn y Roche {yase si
esta transaccién o materia pdiehqféi €4 propiiesta por un tercero o a5 conceblda.
porfal director, funciohatio o, enpléade de la Comporacion o ndj, tal ditdcton,
funcionario.o eftipleado debe féng,r: ;%.L:deg@Cho. aofteceris oporionidad:corpotativa:
& Ta Corporadion o Roche: como tal directar, funicionario.s émipleddo los considere:
aptopiado fajo fas g},rgums,iara;:la,sﬁ de su.discréciom, - tal direstor, funcionatio o
emipleado: .no serd responsable d ila Corporacitn o sus -accienistas. por Molar
ningdin deber fiduciafio ¢: debst de fealtad: 6. faltar-en. actaar en (o nO oponefse &)
los ‘mejores: intereses de: la Gofporacion. o 1a derivacion. de nihglin beneficis
personal inapropiado. por ra‘z;'(jr} det hecho. que. {i} fal director, fincionarib o

empleado ofrecid tat operunidad corporativa 2 Roctie {én dugar de @ la

Cotparaciany o no comunict informacién. respecto 4 tal.oportunidad :corporativa a
la Corporagibn o. {it) ‘Roche. busca 0. adquiers fal oportunidad: corporativa para sf
misma o dirige tal oportunidad i?orporatiua_-j a ofra persona © no comunlca
informacion respecto a tal oportunidad corporativa.a la Corporacidn,

SECCION 8.04. Gon,smffTi.ean ostimadn de Ios sccjonistas.  Se

considerard que cualquler persona 6 entidad gue compre-o de otro:modo adquieia

algln interés. en cualquiera de las acciones de: capital de la Cotporacion hd tefiido
noticia:o ha estado-de:acuerdo@n'ﬁas, condiciones de este Arffculo 8.

SECCION 805, DeﬁnfchnqL;.. Pata propésitos de. este Atticulo 8 y el
Articuio:d sblamente, (il temmiing “Corporacisi” debe slanificar Ia Gorporacion y:
todas' las eorporaciones, es‘pcie%daﬂfe's,, sotiédades. de riesgo compardido y ofras.
entidades. en lag cuales la Ccf:[p;oraglén posee <on beneficio {directa o.
indirectamente] cintuenta por gipn.!q:gzmas de las acclones con voto, poder de-
vofo o inteteses de voto:simitares, . {ii) el término “Roche?débe significar Roche:
Holdinigs, Inc v tadas las: comporaciones, :socledades, sociedades: de riesgo:
campartido, asodiagiones. ¥ oftas. éntidades {diferentes. a: la Qerporagidtisdefinida
de; acwerdo con 1a cliusula (i) de e%ﬁg-—qegc_:’iém 8,05} que son A &
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define. en fa Regla 1585 bajb €1 Acta de Intercambio. de Valores: de 1834, 5o
sexenimends) de:Rachis Holdings, nc.

SECCION 808, Finalizacién: Efsclo. Obligarits. Séh consideracidn :con
nada -en este Cerificado de Incorpsracion que lo contradiga, las condiciines
anterires de: este Articiilo § deberan expirar en Ja fecha-que Roche cess de
poseer con bekieficivs Asolones Gomunes que. representen al rmenos 5i. el
fiiriers de adciohes vigentes de lasAudionss Coniunes: de a.Cartporacitn y nadie-
que se ditector o funcionario de . Corporacior sed también director o-funcionario
dé Roche. I tal wencimi@n'td-,‘ ni fa alferaciss, enrhignda; cambio o rechazo de
alguna:de: fas ‘coridiciones de osts Articls8 ast como-tampoce ninguna condicisi
de este Qerlificads: dy fricotPoracion  Enmendady Yy Vuelto 4 Redactar
inconsisterte-con algiina de Jas:condiclones 4 esfe Artfculo 8 efiminard o radusirg
@l efecto: de este Atficuln .8 téspeﬁc‘tb 4 coalquier matstid, 6. Cualjuier Gausa de
#0361, detanda: o reclamo: dtiey excepto por ssle Avticils 8, plieda acaeter o
BUrgir; antes de-tal vencimiento, altsracitn, stimistidg O EdGPCIdN:

SECCION 807,  srcuic v, Las condiclones de este Ariculo son
adicionzles.a lag-sondiciones del Ardloulo 8,

ARTICULGG

SECEION 9.04. Coﬁtra?os HG [uies: Ningln «contrato, ‘acuerdo, arregiv o
fransaccin (o evalquist: entiienda, modificacion. o finallzadsn ds Tos niSTicE)
entre fa Cerporatitn: i Roche serd nulo ' anulable solarfiatite Por FaZ6n de que
Roche és paite del misma, ~o§ solamente: porguie . cudlquisra & o5 directores. o
firicionarios de 1a Corporarish qmenes estamafilizdos &.Roche estén presentes sy
o particlpan en Ta réuidn de T Jufita, Diréctiva o, comité-de: I3 misma Hae sitorza
ef contrate, -acusrds, arragio, tfansaccion; enmienda, modificacion. o finalizaciéh o

© solamente:porgue SUiG Eus votos se:cuentarn para faf propésifo; o6 glidlgdiera de

tal* eotitiztd, atuerdo, arreglo o transascidn {0 EUa‘qu‘:'iér'e‘ﬁr'h'i ( offficacién 0

11



" SECCION 9.02." Quéfum. Los Directores de fa Cotporacién que son
tambign directores o funclonafios de Rothe piieden tortarse. al determindr I
ipresengia de un-qubrumy en una ?feur%’ién\ 48 ta.Jifita Directiva o de- un comité: gue
autoriza: o aprueba ,cua!hpierg de 1af contrato; -acuerdo, ameglo o transactibn, (o
cudlquier enmienda, modificagion ofinalizacion det misma). Las acciones vigentes
de 1as Accivnes: Cormtines de i)_t_cgpfedad de Roche pueden cortarse al daterminar
lar presencid:de: un qudrum en una, reurilén desaccidnistas-que gutorice 0 apruebe -
tal costrato; acuerdo, arregfo 9 transaceléh: (& calqyler enmienda, modifieacidn o
{finalizacion de! misma). o ‘

. ‘ |

SECEION.9.03. N6 resporisabilidad por acclonas. disbdena fé. Ni Roshe ri
ningln funcionario o director de la milsma, sera respansable ante Ja. Corporacién o
su$ accionistas pér violar f;ugrquie:ﬁa de Jos deberes fiditiatos o deberes de
lealtad .o por fallar en agtuar en {0 ro-oponétsg &) los mejores fhtereses de: Ja.
Corporacion o por derivacién de cualduisrbeneficio- personal por razén: da! hecho:
que Roche o un furcinaiis 6 direcfor de la risma dei biiena fa tomne. ciialquier
acclon o ‘elerza ciialguier g,eréc;‘hﬂ' o de;l0 retenga cualguier consertimiento en
conexién con cualguier aguerdo o cgfntr_a'{b_ entre Roche. y 1a; Corporacién, Ningiin

voto dade u otra accibn tomada p‘ér- b_uaiqmef persona que es un funcionario,

director o representante de Roche,!donde el voto o accién es tomado per tal
persona en su capacidad como director de: esta Corporacién, constituira. uhg
accién de. o el ejercicio de un dene%:ho_ o.un consentimiento de Roche: para los
propésites de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SEGCION 9.04. Consentimierto éstimado do Jos atcionistas, Se i
cansiderard que cualquier persona.cipntidad que compre:d de ofro:modo adqisra

»»»»»»»

noficlato ha estédode-atiérdocondds vondiciones de este Atlculo™y,

SECCION 9.05, Gonfné}dS? ﬁﬁiﬁi&?fﬁi Para propdsifos: de este: Articulo, 9;
cualquier-contrato, acuerdo, aireglo & fransacelén con la Corporacitn o, cualquiet
corporacién, sociedad, sociedat! d’_e:fr:ieggo conjunto, asociacién u otra ‘entidad en
ia-cual fa -Cotporacién. posee. con b@ineﬂci_b‘ {directa o indirectamenite) e! cincuenta
por <iente o més de fas acciones x_;_c;mevrilo, poderas de voto o inferesgs de vote
similares. vigentes se. considerard 7

Gorporacién.




s o

e

’F‘:? t-.*

v

" SECCION 9.06, Efecto: obligants: Ni la alteracisn, shiiiends, amibie o
téchaze :dhzalguha.;dew las écondit:ibhés: desste-Arfcuis o i b4 adopei6n: de alguma
condicioi inconsistente con: curalqiier cordigan d& Esté Articulo. ® efiminard o,
reduciré: ef efacto -de- esfe Aticiic § respedto a cualquier materia que ocima, o
cualqtiler:cansa de acclén, "défﬁa"tida- © reclamo que; a o ser por este Aricuis 9
pusda dcaecer ¢ surgir, dntes: de tal alteracidn, enmierida, cambis, techazo o
adopeidn.

SEGCION 9.07. Articulo 8, Las condiciones de este. Articulo 9 son.
adicionales a-las condiciones del Articulo g,

EN TESTIMONIO DE Lo CUAL, este’ Gertificato -de Incorporacion.
Enmendado:y viito a Redactar, el cual bai sido adoptado 08 acietdo con las
secciones; 242 yi245 du fa Ley Geheral g Compsiacion del Estado: de Delaware y
pér.consentimients escfito dedel Gifes HCCIIStE dg 1a Corporacin de atuerdo
con:lal seccltn 228 de: ey xé”éﬁ’eré[; de _(-:-dr_';'?-qragi_ﬁn* del Estado de Delawars, fia
sido efecutady este 23 de-Jilis'de 1909,

GENENTEGH, INC.

Por isTiStephen G. Juelsgaard'
Nombre; Stephen G. Juelsgasrd
Titula: Vicepresidents:

' Gonsdo Bsiieraty Sesretaria
i
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{Convention fe La Haye di 5 Octobye 1061}
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Countey: Usited SEates of| Amestes

This Public dociments |

s boen signed By Harrict: Smith Windsor
i

Acking I the Capactty of Secratary of Stats of Dalawaro
! pacry of

béars tha seal/stamp. of Offica .of Secretary of State

o
@Jiirfﬁtgb

!
ats Dover, Delaware
I

the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

b
by ‘Sacratary of Stage, Delaware: Dapsrtmént Of Stata

No. 0254031

Seal /SEAMDT o 10. Sfgnatuié:
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CERTIFICATE OF AMENDMENT

_OF AMENDED ANURESTARED
CERTFICATEOF INCORPORATION:
Getentech, it # cofpotation otgarioed and: exisiing under and by +virue of fhe Genera
Corporntion Liaw of the Siate of Delawate, ) '

DOESHERERY. CERTIFY:

FIRST; Fhat st a.mieting of theiBoard df Dicsstrs of Gengittech, Inc. resolutions Wers duly
atiopted, :sétdbg Pfih & proposed amendment of the Amended and. Restated Certificate ‘of
Incorporafion. of said cotporative, declating #aid amendirent t6 be advisable and calling, a.
meetinig bf thiz stockholders of said corporetion foronsiderafion thereof. Theresolutionssetting
fortty the progosed ameadiient i35 follaws:

RESQLVED; that fte Amended end Restated Certificate:of Hicarporation of this, corporation be
ainended by ciibiging “Section £.01{a)"ofjthe Article thereoPmumnbered 4" so that; 95 Armended,
safd Section of seid: Article shall beand sead.es follows:

“Stction 4.01. Capital Swz:}k (a) The Corporation is suthorized to istue
two Classes of stock i he. designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total ‘nuniber of shases which the Corporgfion is authofized 1o issue is
sevefi hundred million (700,000,000)-shares. One hundred million (100,000,000}
shares shall be designated pr_cfcnpé{ﬁlqck. par valis $0.02 per share (“Preferred
Stoek™). Bix bundred.mitlion (600:000,000) shares shall- be- designated common
stock, par value 30.02 per share “Eommon. Stock™. The Common Stock of the
Cotporation shall be all ofone dlass™ - '

SECOND: That thereafler, pursuant to Tesolution of'ité Boatd of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said cerporaiion was duly called and hield upon notice:in accardance with
Section 222 of the General Corporatidh Law of tho. State of Delaware 2t which meefing the

Rectssacy. numbet.of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: Thint.bsid amendment. was:duly adopled in.acoordance widh the provisions of Sectioit
242-0f the Generz) Corporativn Law.of the State:af Delawsire: '

FOURTH: That the capital of 4id: go:,fpmldtibﬁ- shalnot be redused-indet or by:reason of said

amendifient: ‘ L
S

Y WITNESS WHEREQE, 54ld Gorigntéch, Inc, s cawsed this Certificate of Amendment.to.be.

signed by Stephen-G: Juelsgaard; an Auihorized Officer, his 15th day of Mey; 2600,

| GENENTEGH, ING.

 Nenie? Stophate@, Judogadrd
| TitgiSenior VicoPresident, Genera) Gounsel
atd Secrctary

‘2 o




" TRADUGCCIN.AL ESPANGL ..tié!:‘ Gertificado der Incorporacin de Genentach; inc.

e . - e et .

© fo N &

APUSTILLA.
(Gonveiicisn deiia Haya del 5 46 Ottubre dis 1051 )

Pals: Extados Unios ds América:
Fstexdocumento piiblice.
ha sidorfirmado por Harrigt Siitts Windsor

 acfuando sn capacidad de-Secietaria db Estatlo de Déldware

lleva el selloHing bré'de-la Oficina del Secrefario de. Estado
Cartificado:

en Dover, Delaware

el veinticuafro de mayo, A5, 2005

por el Secretario de Estads, Departamerito de Estade:de Delaware
No. 0254037 ,

Seliontimbre 10.  Firma

Hartiet:Snitt Windsor {Firmay
SecrefariadeEstade
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ﬂlﬁtﬁ\iﬂ»\'@ARE .
EEL.‘REMER ESTADO
YO, HARRIET SMITH WINDSGR, SECRETARIA DE ESTADO: DEL

ESTADO DE BELAWARE, CERTIFICO POR £ A PRESENTE: QUE BL ANEXGES.
UNA COPIA AUTENTICA Y GORREGTA DEL GERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, ING”, PRESENTADO: EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAY.O; AFP 2000, A LAS 5 EN PUNTO DE LA TARDE,

f

. Harriet Smith Windsor (Firma).
- Harfiet Smith Windsor, Secretaria de Estado
! ,AUTENT ACION: 3900385




CERTIFICADO DE;ENMIENDA DEL
CERTIFIGADODEINCORPORACION
CORREGIBS Y VUELTO A REDAGTAR

BGenentech; Ific. g corporaclbn Grganizada y existentes bajoy. porvirfed de la ey
General de Corporacisn: dél, EsTade daDelaware,

PRIMER®: Que en und reuméh de la Jurta: Directiva de Genentech, Inc: se
ado;ata‘ren debidariente. résdlugionas que: es”tablecen Unarenmienda propuesia del
certificadd da 1ncBiporacion Corregido y vuetto i Reddctar de Hicha corgoracisn,
declarsiido dicka -erimienda como acorsejable’ y lsmands & U, retRisH dé
gctionistas de dicha sqr_pqtamén par conglderacibn -de.la. misme. La, Fesdlugion
establece laenmiendy propuestadesia sigulents rranara:
RESUELVE, que et Cetiificado de ingsiporacish Corregido y vuello a Redactat de
gsta corporacion se enrmishdé camibiando “la Seccidn: 4.0%{a)" de! Articulo &llf
fitimérado “4” tal gue, como se enmienda; ditha Seccién de dictio Artiedlo se les
defa siguiente manera:; '

SECCION 4.01. Accivfies de Capital, (8) la Corporacibn esta
autotizada d itk dos¢lases de acciones que deben designarse;,

éspettivarierite; degiones: preferenciales y acciones comuries;, Ef
niimets Yotal-deraccionesue: fa Borporacidn ssta avtsrioada 4 sifiti

i

Y

Aot l

SEGUND@ Que lpor lotaiito, de acuerdo con ta fstluci

i 'bkélo' -i sviost i Y

estdersetetientos milliones: (700,000,006) de aceisnes; Cien millones:

_[100/000,000) ds:  acoiones  erEH  deSiiiadas  acciones

preferenclales, por uR Walor g6 $OAZ por mcedn {Reeidn:
Praferencialy. Se[sclentes millones {600,000,600) de acsiones
geran. désignadas *acciones comunes; pot un valor d& $0.02 psr
accion (*Accién C’orndri") La aécibn Cofitin de fa Coff oraCJén serd:
foda de wng rmsma iclase: '

l

e




Ly i~

[t e

R
TERCERQ: Que dicha enmiendd se ndopld debidaments de éuerdo con lo

3L

Delaware,

previsto en lz Secelén 242 de fa, Ley Generdl de: Corptacin, det Estado de

CUARTO: Que &l capital de dicha corparacién no serd reducido baje ¢ por razén

de dicha enmiienda

EN TESTIMONIO DE LO GUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enmlenda para que sea fimrado por Stephen G. Juelsgaard, un,

Funcionario-Autorizado; este 1 5-de Mayo de.2000.

GENENTECH, ING.

Nothire Sisphen G. Jusisgaard:
Thulo: Vicepresidente, Consejo;
' y. Secretaria General.

|
|
| Por (Firm)
|




;".",:J .

.

C@k}:lﬁﬁft (e

T {COnvERELIoh de La Haye dg 3 Oatcfbre 1961)
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h#s Bean wighed by Héiiriét Siiith Windegr

) z‘ai:t«tﬁf £ tho capACity. of SeUrstity of State of Delewsrs

Hears the _-.;yi-.g'aiv/!is'fa‘m;i‘ ot Offca of Baoretaty of Stite.

1

; Wertified o

3t Dover; DaYawsws

the - tranty-rourey day of May, D5 20085
. . ?
By Secrétory of §tute, Deliwa o Depazrtment of Stite

No. 0284053
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» KD, 2004, AT 7:39

E ATTACHED IS A TRUE AND. CORRECT:
"GENENTECH, INC.*, FILED

(o)
TEY PH

|

R, SEGRETARY OF STATE OF THE STATE OF

XTEENTH DAY OF APRIL

&

J

I, HARRTET SMITH WENDS:
£ OF AMENDMENT OF

Ny

’-I,‘;ﬁ'e: First State

COPY OF THE CERTIEICAR,

DELAWARE, 00 HEREBY §Enr

IN THIS OFFICE ON THE

* O'CLOCK, P M.

P L

imith Wirdsor Seuetar of St
I%%Ic&ﬁ';&ﬂ:q 3500387

(3
i

2




;)

State of , Déduving

. ' . 5
S s ‘ A . Leecetary of Stats-

) “ Divisidn of “Corporntions
. Delivirod §7:44 par 04726 /2004
9.8

. - oty TUED 07339 24 04/1672004
CERTIFICATE OP THIRD AMENDMEN 58V, 040281588 2112549 ILE -

OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Gensnizeh, fuc., « wosporntion. organ{zed and existing nder aid by virue: of the Geneval
Carporafict Luw of the Stawof Defaware,
DOES HERESY CERTRSY:

FiRksT: Thin atp megthg of the Bomrd: of Directnrs of Gerferitech; e, 1egalitiony wese daly
‘adupted setfitig Torth: @ proposed amendient <f Dy Anwhied #nd Reaied Certificate of
Incorporation, oF sid eoihatition, detliritig caid amindivent to. be edvisable and ealllng:

migotirte of v sevekhivldar:oF sitg GSrporation far congideraticin thersof, e Pesolution seting

forth the Bropoed dinendmentis asiollows:

e e ety it

RESOLVED: sthat ftie A audR‘aﬁa}m Ceritficale: 6T Ticovparation of i corporution b

o suled. ] nearporation o ; .
e by changig *Soction 401() " of the ARG thersof nmbersh nf s that, 48 airicaded,
i Setlon of sefd s shalbbe andireatas Tollows: '

Secibyafr, ; :
dignated, mspociivaly, berfacred SUKH Gt gk, { Auraler
erbomtliyis aiboritedis s 16 rree Bliitorioe hundredamiiiios;
90,000,000 st it desiphatcd referrod:stock

S ) T 5 003 00.000) ot o

ﬁéﬁifgi{ﬁwék.ﬁ)‘ﬁg‘ﬁbﬂpmqiﬁﬁﬁh'!nﬁ@qﬁ@ﬁ;a%wwt' i L
i f sh
AW,

{*Common Stocky: 1 conitfion stosk SF 0 Corpnmiiitmmiiyiibe a7 liotie tiig,
SECOND: That theresfoy, pursignrity KSR F is Board.af. Diraclors; fhe reinilar mee g
ofittie.stodRisoiers-of 54 corparit nwadrduly called and fild tsor Nofies 15 A oHaH e Witk

SEetion 222 6f the General iCdtporaior Law of the. $tate oF DsEWite w1 4  meeling-the
Ry e werewated Thdavorof {he-mncadingat;

HEtEESary numfmnof:s’imrgmg[s‘kﬁ?
THIRD: "Thiatuaid smenidficitt was duly sdopiod by ncoofdiice, Wilh 0 Biavisians o Section
2425f i Beveral Corporation Law-of'die Stats 60D ware, - ,
EOURTH: M the cuping og §aid corpuzntiomshalt ot bs wsiucsd wivdes oo by reasonof s
TUWITNESS WHEREOS, ssld Gegeeich, L s euusedhits THIRd Ciatiiens of Atvendizent.
Aot signed by Steplre Q.‘.Jﬁﬁis'gfxiijﬁ.-sﬁn Auﬁwrimq-iﬁ‘if‘fjcq;{ﬂiss Hé&k daysfApiill 2004,

By:

Marme: é}‘fu}::iien;Gi Aveltpanid ”

s ' “Fitle:  Exesitive Wice Peasident, Genera] ‘Coungel
T and Secretary ‘

. -
»

GENENTECH.ING.

3

420
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" TRADUCCION AL ESPAROL de| Cértificado de:Enmmiends de Genentech, [ne.

o & e o,

i
AROSTILLA
{Gonvenclén de LaHaya del 5 de Octubre de 1981)

Pals: Estados Unidos de-Américe
Este’documento piblics
ha side firmada gorHacrat Smith Windser

actuandlo en.capacidad de Sqoretaria dle Estads de Delaware

Hlena el seffolinbie de fa Dfichaxdel Secretato de-Estedo.

. .Certificade  » -

-
et Dover, Délaware l
sl valilicuatro de: mayualA l‘};! 2005
porel Seoretario de Eﬁi]a@ﬁ, Jpgp,a_ﬁgmgnto: de Estade de Delaware
No. 0264833 S '
Selfo/timbie S W ?fﬁ_r_mjgi

I

P
Harrjet-Smith*Windsor {Fitma)

| Secretaria de Estado
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DELAWARE
EL PRIMER E§TAB0

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL |
ESTADO DE DELAWARE. CERTIFIES FOR L& PRESENTE QUE ELANEXO ES .+ . ..
UNA COPIA AUTENTICA Y GORRECTA DEL CERTIFICADD DE: ENMIENDA DE
"GENENTECH, INC, PRESENTADO EN E5Ta OFICINA EL DECIMOSEXTO DA
DE ABRIL, A, D. 2004, A1AS 7:39 EN PUNTO BE LATARDE .
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CERTIF [GADD- DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFIGADO DE INGORPORACION
CORREGIDOY VUELTO AREDACTAR
; 1
Genentech inc,. und eotphracion erggnlzada;y axistenta ba}o ¥ pof vithidide'la ‘Ley;_
Géneral de Corpioracién del E*stade» ‘de Delawars, ;
CERTIFICA PORLA E{E{Es;&me; %

PR!MERO Que en una. rwnkﬁn de ta: Junta. Directiva dbs Geneﬁtecm inc. sp

f

:adoptardn debidamerte; resolu cfogbs Que ag;abbcgn ung enmlsnda propuests dal

certfﬁcado e nootharasion, Garregldo iy Maslteda. Redastar-de: d:eha corparacian,

deglarando. dicha .efithienda : cemn atbnsejable v Yamando a, una reunidn de
-acelonistas de dicka, g@.rgmaq]cn para consideracion de fa misma, Ld resdili¢ion

astabléce la enmienda propudsta dai la sigularnie:manera;,

- RESUBLVE, que ef Certifioado detricrporacion Gomegitlo:y vuéio & Redastar da

esta, corporacibn: se- enmienda cémb?an‘de ’;la' ‘Baceldn 4,01()" del Articulo all
nymerado "4™ tal que, como se enmtenda dlcha Seccuﬁh He dicho Adliculo se Jea
de la:siguiente manera: ' f )
{

SECCION 4.01, Acc:onesi de Cagltal, (a} ia Corporaclon esta
autotiZada a emitir des clabes de acclones que debén designatse,
respectivaniente, accionss p[efare_nma!e§ y- acclones comunes, El
nlimerd total de adclones gqg,;rlet E ﬁorpofe_&_’;':i[én ‘esta autorizada a emitir
o de fies mil clen millones (3,106,000,000] s ‘acclories. Clen
foillones (100,600,000) e acciones. serdr desighadas acoiones
preferencidles, por up vafar ds $0. 02 bor agdibn fApcidn
Proferenclal®).. Tres o7 ‘mﬂ!ones {3,006, 900, 000} de acchsres saran
deslgniaday acciones comdmes per ug- vator de 36.02 por acdién
{"Acdién Qg‘mﬂn."),. La: :acd}én comigndeTa Compuoracion set4 toda de
dfathisa plase, Lo :

. |
|

SEGUNDO: Que porlo tante, de :acuardo coft ja resolucitn de 80- Juhta D;rectwa
la reunito: ordinaiia. dé: ac;cionlstas da;ditha corpo[aclén p-L:1 ccnvocéﬂebtdameﬁt 4
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‘TERGER®: Bus -dicha SNRIGTEE ‘s ‘adopté. debidamente de. acusrds eary fo
previsto en la Seccién 24 de 1 Ley General dy Corporacidn das Estdde e
Delaware. '

CUARTO: Qus el ¢apital de dicha coiperasion. no

sera: reducido bajo o por razén
de dicha enmienda-

EN' TESTIMONIO DE 10 CUAL, dichs Generitech; Ific. ha causada ésts
Cortificado de Entifenda pars que sea fimade por Stephen G. Jusisgasrd, .ur
Funcionafio Autorizado, este 16-ds b de 2004, ‘
e
GENENTECH, /NG,
e |
e onlEma
o : Nombre:Stephar G, Juelsgaard
,' Tholo: Visapresidente, Consejo,
[ y‘éggdrétaﬁaﬁ:*&néraﬁ .
i
!
,
i f




{eonventlon deta Haye du 5 Gctdbre 1951y

dert

CommErys, Untted States of AMoclea

This publdc dociments |
has: been signed by iﬂ;rzis?t. Bmith Windsor

BeLANg 30, o SAPSCEy OFf SeniGtity of Stare of Dilaware:
: I
BaE¥e the sea-lf‘stamp; ef q&%&ca of Secretary & State

i

- Gestfied

I
at Dover, Dalaware | 4
the twenty-fourthb day of *‘Hay, A.D., 2005
by Seeretary of State, Délaware Departmént of State

Nov, 0254032

Seal/Stamp; I0. Sighature;
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- bage 3
1, BARRTET §MitH WE"':NDSO‘R;,, SECRETRRY' OF STATE OF THE $7i%E oF
DFLANARE; DO HEREEY CERTIVY ‘THE ATXACHED IS % YRUE D CORRECT
COPY’ oF T CERTIFICATE OF AMENDMENT: OF "GENENTECH, INC.™, FYrEp
IN TAIS OFFICY O Thr FEntg DAY OF MAY, &.D. 2001, AT 2:¢5
O"ELOCK B.H,,
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CERTIRICATEOR AMENDMENT
OEAMENDED AND RESTATED.

CERTIFICATE OF INCORPGRATION”

Genentech, lot, # corporation Greatizéd #hdk existing ‘wnder and: By Vinus -of the Ganerat
Corporation Law 6f1he Stateof Delaware, | '

DORS HERBBY CERTIFY:
FIRST} That a1 a:mieeting gf the Boatd ol eSS, Geneniteéh, Inc.. resoluions were dily

uppted seuihp fofth & proposed aiéadment: of the Amended and Restincd. Cenificate of

;’ﬁlcﬁiﬁﬁé‘ﬁm of said .corporation, dﬁfiﬂﬁf!g. 8414, quheridinenc 40 08 advisable and calliag &

meeding.of the stockholders:of sid £orpbration For consideradon teseot: The resafisiion setting
forth the progosadsmendment s as follows;| :

i N
RESOLVED, thar thé: Ansended. and. Restatod iCertificuts: of Incqrpomision-of 11t eprporatian bé
amended by changing “Sectidn 4.01(ay" of the Anicle theeof mumbered “4" 30 that, i€ ameaded,
urd Secidhl of suid:Artivle shall b aud read asfollowas \

“Sertion 4.01. Cdpirq!:Siqfk.; (%) TheCorparatian ix-auhorizad to issus
awo cladses:af stock o be desipnaled, wapentively, prefesed stock 202 common
stock. “The total number uf shuree: wﬁch the Corporation % authorized fo-jssue-is
one billicn three husdmd million 1(1,300,000,000). shapes. ‘Cne hundred miflion
{100.000,000) shares shall be désignared prederted stock, par value 5002 per
shace. ("Préfertedt Stock”). One: Billion two Hundred million (1,200,000,000)
sharés shall be- designated common stock, par value $0:02 per share (“Common
Swek™), The Common:Srock of the Corporation shall be all of one.Clag:™

SEGOND: Thatthereafter, pursaant 1o, reyolutivn,of iy Boatd.of Direcory. theregular meating:
of:atie Stockholders of sald qoiporation fas duly'estled and held ugon-aotice in sccordante swith
Section 223 of the Genetil Corparution ‘Luw: of the Stute’ of Déjinty at which theeting the
Accessary niimber Of:shares as.required by statimeiwere voied Th Paviir 8f (e:Ameodment,

THIRD: That suid smepdisens wasduly adopied dn Sccordanic: withi fhe’ provisions:of Seéfion

22-0of the:Gitnets] Corporacion Lave of the: Stateof Deluwate.
FOURTH: “That shiecapital 6 44itt Korporation skaill mot be reduce under srby yeison of sxid
amendmenat. ) S

, : | ) , . .
DN WITNESS WHERBEOF, sald Genasiteah, |16, has caused this: Certificats of Atwndinént i bé
slgnedbyBrephen G-Juelgantd, 47 Aithorized Officeraife 10M.day-of May, 2008,

'CENENTECH, INC.

!B‘ﬁ . ' n A "Mm‘ Pl .'..‘. o
Name: Srephem@, Juelspiaf

it BeinioeVice President, General Coutsel
uhd!Secretary

“RANY

1
!
1
i
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R TRADUCCION ALIESPANDL ;é%é: Cértificadode Enmienda de Genentech, Int:
v - Lo i w . et .

APBSTILEA
{Conveniclén de Laaya del &.de Oétibre-de. 1967)
1. PdisiEstados Ghides ds Amerca
Ests docuriiefito puslics:
4 gldo fitiiado por Hardet St Windsor-
3. _aé,t;ua_nquemcapapfqﬁé-de**Seferé,ta'fra?ﬁé-:&fa“dcs-s.déélﬁérawajréa
4 lleva el'suliojtimbre de: id Gficina.del Secretariv ds Estado

‘Cétificado

¢h Dover, Delaware _

el Veinticuatro dis mayo; A, b 2005

por el Secretario de Estado, Departainenio-de- Estado-dé Delaware
No. 0254032

Seflortimbre : 18. Firma

P
i
1
I
i
1
H
i
i

© N oo

HarrietSimith Wirgser (Firia)
Seeretaria ge Estado

Rt
e
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DELAWARE .
| EL m:wsngs:rmg

YO, HARRIET SMITH WINDSGR, SECRETARWA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE; CERTIFICEPOR 1A PRESENTE QUEEL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICAY CORREGTA DEL CERTIFIGADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH; INO™, PRESENTAp EN ESTA OFIGINA. EL DECIMO DIA DE
MAYO; A: D, 2007, A LAS 2:05 EN BUNTO OE LATARDE.

|




CERTIFICADO:DE TERCERAENMIENDA DEL
CERTIFIGALO DE INCORPORACION
GORREGIDO Y VUELTO & REDACTAR

Genentech, ing. uka COBOIELIBRA BFgahizada y-existente bajo ypor virtud 'de 13 Lay

General de Corporacisn el Esfado de Delaware;,

CERTIFICAPORILA RﬁES‘ETNﬁ‘E?':‘-

PRIMERD: Gue eh una: reiiién d& |5 duiita Directiva; de: Genenfeth; Inc. se

adoptaron debidarmetits 'réééluéiohewque establacen una: enmienda propussts-der
certificatio de. Incorporacisn Corregldo‘ ¥ vuelts a Redactar de dickz Eorporadion,

detlarando dicha -enmienda ¢omo acdnisejablé y flamarde a i, regridn de:

Bctionistas de dicha comporacivn | ipara cohislderation: da 14 tisma. La: reselucitn
establece la enmiiends propuesta:deia siguibrite riansra;

RESUELVE, que &l Cemﬁcado de: ihdorporacidin:Corregido y-vueito 4 Redactar de
esta corporacion se: Sifisnde carnblando. “la Seccidn 4,016 del ARigllo gl
AUFETads “4"1al Gae, como, se enmiends; dicha Ssction: de dichs: Arficulo se Tea

déla siguiente manera:

SECCION % 1. Acc:ones de Capitall {a) la Corporacish esty
ditoiiZads & it dos:’ clases de accionss. que deben desigiiarse,.
fespéitivaiente; acciones prefereniciales v aesiones Comilifes. El
fiiriero fotal deacclones queia Corporadisi S8ta-diftorizada a emifir
' es: de mil, fresgientos mrﬂones i, 300;0@0»000) de actiones: Gieh
millones {100,060, tiOO) de acclones iserén des:gnadas ctiohes:
-preferendiales, por uﬁ valor de $O0Z por wHecidN (Accidh
Praferaticial™y. mi adesclenfosmulones {1,200;000,000) e -deciores
D ‘desigriadas ‘acmonés comlies,, pér'hﬁn Valof g $0.02 per

J0n I"A@ct jo*rﬁun) La aceidn comun dé.\;; Goﬁn ACIOn & ji;a'.

M fody de aneg misma cla%e; U 7 i
- 1 4 .
's e

ia fetinioh ordmana de accmmstas ide dlcha corpon‘
ysé $ostuvo: a! ser anuncrada de acuerdy con Yass

A0
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!

TERCERO; Que disha enmienda s&. adopté debidaments de acuerds ton o
previsto en: la -Seccidn. 242 de la ey General do Comoragitn del Estado. de:

Defaware.

!
CUARTE: :Que. el eapital de dicha, %Qrpo_r,adén no ‘serd reducido bajo o por razén
de dicha enmienda ‘

EN TESTIMONIO DE LO CUAL; dicha Genentech, Inc. ha causado este:

Certificado de Enmienda para que,sea fimado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 10 de rj'nayo de 2001,

| GENENTECH,INC.

| POl {Firina)

Nombre: Stephen ©. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente, Consefe
P y Sexretaria:Geneial.

0
JQS\ 5
e

"

————
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRI

MWMWWWWWMWNW

00-0000

Fecha: 2011-10-24 17.08:39 Dep 2020 DIiR. NUEVASCR

(7.7 4

ERCETA Tra. 11 PATENTEIY) Eve: 37
Act. 411 PRESENTACION r=ono:;3 1F§\ SENACIONAL
PATENTE DE INVENGION D MO, Act. 411 PRESENTACION  Folios: €T 100
I_—_J Indicacidn que se solicita una patente.

Dibujos de ser estos perfinentes
Comprobante de pago de las tasas establecidas {

Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

]
D Descripcién de la invencion
L]
L]

Incompleta D

De ser el caso formato de descuento)

L Completa D

r / r
PATENTE DE INVENCION PCT /] MODELO DE UTILIDAD PCT ] Art33 Decisisn 486/00, Circular Unica

reivindicatorio, resumen)

Ij Dibujos de ser estos pertinentes

Er Indicacion que se solicita una PCT

ﬁ Copia de la solicitud en espaiiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptiva,

m Comprobante de pago.de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

incompleta l:l

Completa

DISENO INDUSTRIAL [ |

{Art. 119 Decision 486/00)

Cormnpleta D

EI Indicacién que se solicita Disefio industrial

[:’ Datos de identificacion del solicitante o de I3 persona que presenta la solicitud

D Representacaon grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

l:] Comprobante de pago de las tasas establecidas

Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

(Art. 92 Decision 486/00)

oo

Completa D

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Incompleta D

Pi02-F08 {2003-11-18)



