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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud. $ 590.000
Documento que acredita la existencia y representacion legal de la persona juridica
peticionaria, en cuanto no esté inscrita en alguna Camara de Comercio Colombiana.
Poderes, si fuere el caso. Fotocopia autenticada.
Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
Traduccion de la solicitud internacional al espariol (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).
Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de
Examen preliminar (IPEA).
Traduccién de examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.
De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.
De ser el caso, certificado de depoésito del material biolégico.
Arte final 12x12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la
invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional bajo el Art. 34.
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Otros: Comprobante(s) de pago de la tasa por concepto de reivindicaciones adicionales
$ 570.000 (19*$30.000).
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TERAPIA ANTI-ANGIOGENESIS PARA EL TRATAMIENTO DE
CANCER DE MAMA PREVIAMENTE TRATADO

SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reclama prioridad frente a la Solicitud Provisoria
Estadounidense con Nimero de Acta 61/266.343, presentada el 3 de diciembre,
2009 y Solicitud Provisoria Estadounidense con Numero de Acta 61/234.281,
presentada el 15 de agosto, 2009, y reclama el beneficio de las mismas, cuyas
memorias descriptivas son incorporadas a la presente en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere, en general, al tratamiento de enfermedades
humanas y afecciones patologicas. Mas especificamente, la invencidn se refiere a
la terapia antiangiogénesis, ya sea por si sola 0 en combinacion con otras terapias
anticancerigenas, para el tratamiento del cancer de mama previamente tratado.

ANTECEDENTES

El cancer sigue siendo una de las amenazas mas mortales para la salud
del ser humano. En los Estados Unidos, el cancer afecta a casi 1.3 millén de
pacientes nuevos cada afio, y es la segunda causa de muerte después de
enfermedad cardiaca, representando aproximadamente 1 de 4 muertes. Se
pronostica ademas que el céncer puede superar a las enfermedades
cardiovasculares como la causa nimero uno de muerte dentro de 5 afios. Los
tumores sdlidos son responsables de la mayoria de esas muertes. Si bien han
habido avances significativos en el tratamiento médico de ciertos canceres, la tasa
de supervivencia de 5 afios general para todos los canceres ha mejorado solo en
aproximadamente 10% en los Gltimos 20 afios. Los canceres, o tumores malignos,
hacen metastasis y crecen rapidamente en forma descontrolada, haciendo a la
deteccion temprana y el tratamiento extremadamente dificiles.

El cancer de mama es una enfermedad que mata a muchas mujeres por
ano en los Estados Unidos. De acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer
(American Cancer Society), aproximadamente 40.000 moriran de la enfermedad
en el 2008. Mas de 180.000 casos nuevos de cancer de mama son diagnosticados
anualmente, y se estima que una de ocho mujeres desarrollara cancer de mama.
Estos nimeros indican que el cancer de mama es una de las enfermedades mas
peligrosas que enfrentan las mujeres hoy en dia. El cancer de mama metastasico
es generalmente incurable y solo unos pocos pacientes logran una supervivencia

a largo plazo después de la quimioterapia estandar. Greenberg et al., J. Clin.
Oncol. 14:2197-2205 (1996).



El conocimiento de la biologia basica del cancer de mama se ha
expandido exponencialmente durante las Ultimas tres décadas y ha tenido un
impacto en algunos casos sobre la terapia. Un ensayo en fase Il de etiqueta
abierta, multinacional de 222 mujeres con cancer de mama metastasico con
sobreexpresion de HER2 encontr6 un indice de respuesta del 15% con seis
respuestas completas confirmadas utilizando un anticuerpo monoclonal
humanizado recombinante (trastuzumab, también conocido como Herceptin®,
Genentech, Sur de San Francisco) dirigido contra HER2 (Cobleigh et al., Proc.
Am. Soc. Clin. Oncol. 17:97 (1998)). Un ensayo en fase |l aleatorizado evalué la
seguridad y eficacia de agregar Herceptin a la quimioterapia de primera linea con
paclitaxel o la combinaciéon de doxorubicina mas ciclofosfamida. La tasa de
respuesta total y el tiempo hasta la progresion mejoraron significativamente con la
adicion de Herceptin a la quimioterapia en comparacién con la quimioterapia por si
sola (Slamon et al., Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 17:98 (1998)). La adicién de
Herceptin prolong6 la supervivencia total (Norton et al., Proc. Am. Soc. Clin. Oncol.
18:127a (1999)).

Si bien trastuzumab es el primer agente terapéutico, con base bioldgica,
novedoso aprobado para el tratamiento de una subpoblacion de pacientes con
cancer de mama que tienen canceres con sobreexpresiéon de HER2, diversos
otros métodos han demostrado ser prometedores y han entrado en fase de
investigacion clinica. Sin embargo, existen estimaciones en cuanto a que el 75 por
ciento de las mujeres con cancer de mama metastasico recientemente
diagnosticado son HER2-negativas. Los compuestos que inhiben la angiogénesis
han generado interés particular para alcanzar poblaciones adicionales con cancer
de mama y han sido y son el objeto de ensayos clinicos tanto en los Estados
Unidos como en otros paises.

Puesto que el cancer es aun una de las amenazas mas mortales, se
necesitan tratamientos adicionales contra el cancer para los pacientes. La
invencion cubre estas y otras necesidades, y se pondra en evidencia luego de la
revisién de la siguiente descripcion.

SINTESIS

Se proporcionan usos de un anticuerpo anti-VEGF para tratar eficazmente
pacientes con cancer de mama con cancer de mama metastasico previamente
tratado. En particular, la invencion proporciona datos de un ensayo clinico en fase
Il aleatorizado de bevacizumab (AVASTIN®) en combinacion con regimenes de

quimioterapia en sujetos con cancer de mama metastasico previamente tratado en

M



sujetos humanos. Dichos regimenes de quimioterapia incluyen terapia con taxano
(por €., paclitaxel cada 3 semanas o semanalmente, particulas unidas a proteina
de paclitaxel (por ej., Abraxane®) o docetaxel), terapia con gemcitabina,
vinorelbina o capecitabina. El éxito del ensayo muestra que agregar anticuerpo
ant-VEGF a la quimioterapia proporciona beneficios estadisticamente
significativos y clinicamente importantes como una terapia de segunda linea para
pacientes con cancer de mama previamente tratado.

Los resultados obtenidos en estudios clinicos del uso de bevacizumab en
sujetos humanos con cancer de mama metastasico muestran que la eficacia,
segun lo evaluado por supervivencia libre de progreso (PFS, siglas en inglés
correspondientes a “progression free survival’) era positiva especialmente cuando
se compardé con datos de PFS para agentes quimioterapéuticos solos. Los sujetos
en los ensayos clinicos quienes recibieron bevacizumab en combinacion con
quimioterapia (terapia con taxanos, capecitabina, gemcitabina o vinorelbina)
tuvieron un aumento en la supervivencia libre de progreso en comparacion con los
sujetos tratados con quimioterapia por si sola. La diferencia fue significativamente
importante.

Por consiguiente, la invencion proporciona un método para tratar a un
paciente diagnosticado con cancer de mama metastésico previamente tratado,
que comprende someter al paciente a un régimen de tratamiento que combina una
quimioterapia con la administracion de una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-
VEGF. El régimen de tratamiento que combina la quimioterapia con la
administracién del anti-VEGF extiende eficazmente la supervivencia libre de
progreso (PFS) del paciente.

En ciertas realizaciones, la PFS se extiende aproximadamente 0,5 mes, 1
mes, 1,2 meses, 2 meses, 2,1 meses, 2,2 meses, 2,8 meses, 3 meses, etc. En
una realizacion, la PFS se extiende aproximadamente 2,1 meses. En una
realizacion, la PFS se extiende aproximadamente 2,2 meses. En una realizacion,
la PFS se extiende aproximadamente 2,8 meses.

Puede utilizarse de acuerdo con la invencion cualquier agente
quimioterapéutico que exhibe actividad anticancerigena. En ciertas realizaciones,
el agente quimioterapéutico se selecciona del grupo formado por agentes
alquilantes, antimetabolitos, analogos del &cido folico, analogos de pirimidina,
analogos de purina e inhibidores relacionados, alcaloides de la vinca,
epipodofilotoxinas, antibidticos, L-Asparaginasa, inhibidor de topoisomerasa,

interferones, complejos de coordinacién de platino, urea sustituida con
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antracenodiona, derivados de metilhidrazina, supresor adrenocortical,
adrenocorticosteroides, progestinas, estrogenos, antiestrégeno, andrégenos,
antiandroégeno, y analogo de la hormona liberadora de gonadotropina. En ciertas
realizaciones, el agente quimioterapéutico es por ejemplo, capecitabina, taxano,
paclitaxel, docetaxel, paclitaxel particulas unidas a proteinas (por €j., Abraxane®),
gemcitabina, vinorelbina o combinaciones de los mismos. En ciertas
realizaciones, el agente quimioterapéutico es por ejemplo, capecitabina, taxano,
paclitaxel, docetaxel, paclitaxel particulas unidas a proteinas (por ej., Abraxane®),
gemcitabina, o combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, el agente
quimioterapéutico es por ejemplo, capecitabina, taxano, paclitaxel, docetaxel,
paclitaxel como particulas unidas a proteinas (por ej., Abraxane®), o
combinaciones de los mismos. Pueden emplearse dos 0 mas agentes
quimioterapéuticos en un coctel a ser administrado en combinacién con la
administracién del anticuerpo anti-VEGF.

Los beneficios clinicos de los tratamientos de acuerdo con la invencién
pueden medirse por, por ejemplo, la duracién de la supervivencia libre de progreso
(PFS), tiempo a la falla del tratamiento, indice de respuesta objetivo y duracién de
respuesta.

Por consiguiente, la invencion presenta un método para instruir a un sujeto
humano con cancer por ej., de mama, previamente tratado proporcionando
instrucciones para recibir tratamiento con un anticuerpo anti-VEGF de modo de
aumentar la supervivencia libre de progreso del sujeto, para disminuir el riesgo del
sujeto de recurrencia de cancer o de aumentar la probabilidad del sujeto de
supervivencia. En algunas realizaciones, el método comprende ademas
proporcionar instrucciones para recibir tratamiento con al menos un agente
quimioterapéutico. El tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF puede ser
administrado en forma concurrente o consecutiva con el tratamiento con el agente
quimioterapéutico. En ciertas realizaciones, el sujeto es tratado segln lo instruido
por el método de instruccion.

La invencidn proporciona ademas un método promocional, que comprende
promover la administracién de un anticuerpo anti-VEGF para tratamiento de
cancer por €j., de mama, previamente tratado, en un sujeto humano. En algunas
realizaciones, el método comprende ademas promover la administraciéon de por lo
menos un agente quimioterapéutico. La administracién del anticuerpo anti-VEGF
puede ser en forma concurrente o consecutiva a la administracién del agente
quimioterapéutico. La promocion puede llevarse a cabo por cualquier medio



disponible. En algunas realizaciones, la promociéon es mediante un inserto en el
paquete que acompafia una formulacién comercial del anticuerpo anti-VEGF. La
promocion también puede ser mediante un inserto de paquete que acomparia una
formulacién comercial del agente quimioterapéutico. La promocién puede ser por
escrito o comunicacién oral a un médico o persona encargada del cuidado de la
salud. En algunas realizaciones, la promocién es mediante un inserto en el
paquete donde el inserto del paquete proporciona instrucciones para recibir terapia
con anticuerpo anti-VEGF. En algunas realizaciones, la promocién es seguida por
el tratamiento del sujeto con el anticuerpo anti-VEGF con o sin el agente
quimioterapéutico.

La invencion proporciona un método comercial, que comprende
comercializar un anticuerpo anti-VEGF para el tratamiento del cancer por €j., de
mama, previamente tratado, en un ser humano de modo de aumentar la
supervivencia libre de progreso, o disminuir la probabilidad del sujeto de
recurrencia del cancer o aumentar la probabilidad de supervivencia del sujeto. En
algunas realizaciones, el método comprende ademas comercializar un agente
quimioterapéutico para utilizar en combinaciéon con el anticuerpo anti-VEGF. En
algunas realizaciones, la comercializacién es seguida por el tratamiento del sujeto
con el anticuerpo anti-VEGF con o sin el agente quimioterapéutico.

También se proporciona un método comercial, que comprende
comercializar un agente quimioterapéutico en combinacién con un anticuerpo anti-
VEGF para el tratamiento de cancer por ej. de mama, previamente tratado en un
ser humano de modo de aumentar la supervivencia libre de progreso, o disminuir
la probabilidad del sujeto de recurrencia del cancer o aumentar la probabilidad de
supervivencia del sujeto. En algunas realizaciones, la comercializacién es seguida
por tratamiento del sujeto con la combinaciéon del agente quimioterapéutico y el
anticuerpo anti-VEGF.

En cada uno de los métodos de la invencién, el anticuerpo anti-VEGF
puede ser sustituido con un antagonista especifico de VEGF, por €j., una molécula
receptora de VEGF o molécula receptora de VEGF quimérica segun lo descrito
mas adelante. En ciertas realizaciones de los métodos de la invencion, el
anticuerpo anti-VEGF es bevacizumab. El anticuerpo anti-VEGF, o su fragmento
de unién al antigeno, puede ser un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
quimerico, un anticuerpo totalmente humano o un anticuerpo humanizado. Los
anticuerpos ejemplares Uutiles en los métodos de la invenciéon incluyen
bevacizumab (AVASTIN®), un anticuerpo G6, un anticuerpo B20, y sus
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fragmentos. En ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-VEGF tiene una region
variable de cadena pesada que comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos:

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVRQA PGKGLEWVGW
INTYTGEPTY AADFKRRFTF SLDTSKSTAY LQMNSLRAED TAVYYCAKYP
HYYGSSHWYF DVWGQGTLVT VSS (SEC ID NO. 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 NO. 2).

El anticuerpo, o su fragmento de unién al antigeno, también puede ser un
anticuerpo que carece de una porcion Fc, un F(ab’), un Fab, o una estructura Fv.

En una realizacion, el tratamiento es una combinacion de un antagonista
especifico de VEGF, por ej., anticuerpo anti-VEGF, y por lo menos un agente
quimioterapéutico.

Cada uno de los métodos de la invencion puede ser practicado con
relacion al tratamiento de canceres que incluyen, aunque sin limitarse a,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, y leucemia. Los ejemplos mas particulares
de ese tipo de canceres incluyen cancer de mama, cancer de células escamosas,
cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de células no
pequefias, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma escamoso del pulmén, cancer
del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico,
glioblastorha, cancer del cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer
de vejiga, hepatoma, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o
uterino, carcinoma de glandula salivar, cancer de rifién, cancer de higado, cancer
de préstata, cancer renal, cancer vulval, cancer de tiroides, carcinoma hepatico,
cancer gastrico, melanoma, y diversos tipos de cancer de cuello y cabeza. En
algunas realizaciones, el sujeto tiene cancer de mama previamente tratado
metastasico HER2-negativo.

Cada uno de los aspectos antes mencionados puede incluir ademas
monitorear al sujeto para recurrencia del cancer. El monitoreo puede lograrse, por
ejemplo, evaluando la supervivencia libre de progreso (PFS) o la supervivencia
total (OS, siglas en inglés correspondientes a “overall survival’) o indice de

respuesta objetiva (ORR, siglas en inglés correspondientes a “objective response
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rate”). En una realizacién, la PFS o la OS o el ORR se evalta después del inicio
del tratamiento.

Dependiendo del tipo y severidad de la enfermedad, las dosis preferidas
para el anticuerpo anti-VEGF, por ej., bevacizumab, son descritas en esta
invencion y pueden oscilar entre aproximadamente 1ug/kg y aproximadamente 50
mg/kg, con maxima preferencia entre aproximadamente 5 mg/kg vy
aproximadamente 15 mg/kg, incluyendo aunque sin limitarse a 5 mg/kg, 7,5 mg/kg,
10 mg/kg o 15 mg/kg. La frecuencia de administracion variara dependiendo del
tipo y severidad de la enfermedad. Para administraciones repetidas durante varios
dias o tiempos mas largos, dependiendo de la afeccién, el tratamiento es
sostenido hasta que el cancer es tratado o hasta lograrse el efecto terapéutico
deseado, segun lo medido mediante los métodos descritos en esta invencion o
conocidos en la técnica. En un ejemplo, el anticuerpo anti-VEGF de la invencion
es administrado una vez por semana, cada dos semanas, o cada tres semanas,
en un rango de dosis entre aproximadamente 5 mg/kg y aproximadamente 15
mg/kg, incluyendo aunque sin limitarse a 5 mg/kg, 7,5 mg/kg, 10 mg/kg o 15
mg/kg. Sin embargo, otros regimenes de dosificacidn pueden ser Utiles. El
progreso de la terapia de la invencion es facilmente monitoreado mediante
técnicas y ensayos convencionales. _

En realizaciones adicionales de cada uno de los aspectos antes
mencionados, el antagonista especifico de VEGF, por €j., anticuerpo anti-VEGF es
administrado local o sistémicamente (por ej., oral o intravenosamente). En otras
realizaciones, un aspecto del tratamiento es con el antagonista especifico de
VEGF en fase extendida de tratamiento o terapia de mantenimiento, segun lo
evaluado por el médico clinico o descrito en esta invencion.

En otras realizaciones, el tratamiento con el antagonista especifico de
VEGF para el cancer de mama metastasico previamente tratado es en
combinacién con una terapia anticancerigena adicional, incluyendo, aunque sin
limitarse a, cirugia, terapia de radiacion, quimioterapia, terapia diferenciadora,
bioterapia, inmunoterapia, un inhibidor de angiogénesis, un agente citotéxico y un
compuesto antiproliferativo. El tratamiento con el antagonista especifico de VEGF
también puede incluir cualquier combinacién de los tipos antes mencionados de
regimenes terapéuticos. En algunas realizaciones, el agente quimioterapéutico y el
antagonista especifico de VEGF son administrados concurrentemente.

En las realizaciones las cuales incluyen una terapia anticancerigena

adicional, el sujeto puede ser adicionalmente tratado con la terapia
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anticancerigena adicional antes, durante (por €j., simultaneamente), o después de
la administracion del antagonista especifico de VEGF. En una realizacion, el
antagonista especifico de VEGF, administrado solo o con una terapia
anticancerigena, puede ser administrado como terapia de mantenimiento.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de
la siguiente Descripcion Detallada, los dibujos y las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 ilustra el disefio del estudio para el ensayo de cancer de mama
metastasico previamente tratado utilizando bevacizumab (Brazo A) o placebo
(Brazo B) con diversas quimioterapias.

Figura 2 ilustra el analisis de punto final primario de PFS del estudio en la
Figura 1.

Figura 3 ilustra los analisis especificos de cohorte de PFS del estudio en
la Figura 1.

Figura 4 ilustra la tasa de respuesta objetiva del estudio en la Figura 1.

DESCRIPCION DETALLADA

. DEFINICIONES

El término “VEGF” o “VEGF-A" se emplea para hacer referencia al factor
de crecimiento de células endoteliales vasculares humanas de 165 aminoacidos y
factores de crecimiento de células endoteliales vasculares humanas de 121, 145,
189 y 206 aminoacidos relacionados, segun lo descrito por, por €j., Leung et al.
Science, 246:1306 (1989), y Houck et al. Mol. Endocrin., 5:1806 (1991), junto con
sus formas alélicas y procesadas naturales. 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 receptoras de alta afinidad,
VEGFR-1 (FIt-1) y VEGFR-2 (Flk-1/KDR), siendo este ultimo el mayor transmisor
de seriales mitogénicas de células endoteliales vasculares de VEGF-A.
Adicionalmente, neuropilina-1 ha sido identificada como un receptor para
isoformas de VEGF-A de uni6n a heparina, y puede jugar un rol en el desarrollo
vascular. El término “VEGF” o “VEGF-A” también se refiere a VEGFs de especies
no humanas tales como ratén, rata o primate. Algunas veces, el VEGF de una
especie especifica es indicado por términos tales como hVEGF para VEGF
humano o mVEGF para VEGF murino. El término “VEGF” es también empleado
para hacer referencia a las formas truncadas o fragmentos del polipéptido que
comprenden aminoacidos 8 a 109 o 1 a 109 del factor de crecimiento de células
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endoteliales vasculares humano de 165 aminoacidos. La referencia a cualquiera
de esas formas de VEGF puede ser identificada en la solicitud, por ej., por “VEGF
(8-109),” “VEGF (1-109)" o “VEGF165.” Las posiciones de aminoacidos para un
VEGF nativo “truncado” son numeradas segln lo indicado en la secuencia de
VEGF nativa. Por ejemplo, la posicion de aminoacido 17 (metionina) en VEGF
nativo truncado es también posicién 17 (metionina) en VEGF nativo. El VEGF
nativo truncado tiene afinidad de unién para los receptores KDR y Flt-1 en
comparacion 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 unién para VEGF, por ejemplo, el anticuerpo puede unir hVEGF
con un valor Kd de entre 100 nM-1 pM. Las afinidades con el anticuerpo pueden
ser determinadas mediante un ensayo basado en resonancia de plasmén de
superficie (tal como el ensayo BlAcore segln lo descrito en la Publicacién de
Solicitud PCT No. WO2005/012359); ensayo de inmunoabsorbancia vinculado con
enzima (ELISA); y ensayos de competicion (por €j. RIA’s), por ejemplo. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo anti-VEGF de la invencion puede ser empleado como
un agente terapéutico en el direccionamiento e interferencia con enfermedades o
afecciones donde esté involucrada la actividad del VEGF. Asimismo, el anticuerpo
puede ser sometido a otros ensayos de actividad bioldgica, por ej., a fin de evaluar
su eficacia como un agente terapéutico. Dichos ensayos son conocidos en la
técnica y dependen del antigeno objetivo y del uso pretendido para el anticuerpo.
Los ejemplos incluyen, aunque sin limitarse a, el ensayo de inhibicion de HUVEC:
ensayos de inhibicion del crecimiento de células tumorales (segin lo descrito en
WO 89/06692, por ejemplo). Un anticuerpo anti-VEGF generalmente no se unira a
otros homologos del VEGF tal como VEGF-B o VEGF-C, ni a otros factores del
crecimiento tales como PIGF, PDGF o bFGF.

Un “antagonista del VEGF” se refiere a una molécula capaz de neutralizar,
bloguear, inhibir, anular, reducir o interferir con las actividades del VEGF
incluyendo su unién a uno o mas receptores del VEGF. Los antagonistas del
VEGEF incluyen anticuerpos anti-VEGF y sus fragmentos de union al antigeno,
moléculas receptoras y derivados los cuales se unen especificamente a VEGF
secuestrando de ese modo su unién a uno o mas receptores, anticuerpos de
receptores anti-VEGF y antagonistas de receptores del VEGF tales como
inhibidores de moléculas pequeiias de las VEGFR tirosina quinasas.
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Un polipéptido de “secuencia nativa” comprende un polipéptido que tiene
la misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido derivado de la naturaleza.
Por lo tanto, un polipéptido de secuencia nativa puede tener la secuencia de
aminoacidos de polipéptido de presentacion natural de cualquier mamifero. Ese
tipo de polipéptido de secuencia nativa puede ser aislado de la naturaleza o puede
ser producido por medios recombinantes o sintéticos. El término polipéptido de
“secuencia nativa” abarca especificamente las formas truncadas o secretadas de
presentacion natural del polipéptido (por ej, una secuencia de dominio
extracelular), las formas variantes de presentacion natural (por ej., las formas
cortadas y empalmadas alternativamente) y variantes alélicas de presentacion
natural del polipéptido. ,

Una “variante” de polipéptido significa un polipéptido biolégicamente activo
que tiene al menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia de
aminoacidos con el polipéptido de secuencia nativa. Dichas variantes incluyen, por
ejemplo, polipéptidos donde uno o mas residuos de aminoacidos son agregados, o
suprimidos, en el t¢érmino N o C del polipéptido. Cominmente, una variante tendra al
menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia de aminoacidos, mas
preferentemente por lo menos aproximadamente 90% de identidad de secuencia
de aminoacidos, e incluso mas preferentemente por lo menos aproximadamente
95% de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de secuencia
nativa.

El término “anticuerpo” se emplea en el sentido mas amplio e incluye
anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud
completa o intactos), anticuerpo policlonales, anticuerpo multivalentes, anticuerpos
multiespecificos (por ej., anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpos
(ver mas adelante) siempre y cuando exhiban la actividad bioldgica deseada.

A lo largo de la memoria descriptiva y reivindicaciones, la numeracién de
los residuos en una cadena pesada de inmunoglobulina es aquella del indice EU
como en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health,_ Bethesda, Md. (1991),
incorporado expresamente en esta invencién a modo de referencia. El “indice EU
como en Kabat” se refiere a la numeracion de residuos del anticuerpo EU de 1gG1
humana. _

El “Kd” o “valor Kd” de acuerdo con esta invencién es en una realizacion
medido por un ensayo de unién del VEGF radioetiquetado (RIA) llevado a cabo

con la version Fab del anticuerpo y una molécula del VEGF segin lo descrito
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mediante el siguiente ensayo que mide la afinidad de unién de la solucién de Fabs
para VEGF equilibrando Fab con una concentracién minima de VEGF ('%)-
etiquetado (109) en presencia de una serie de titulacién de VEGF no etiquetado,
luego capturando VEGF unido con una placa revestida con anticuerpo anti-Fab
(Chen, et al., (1999) J. Mol Biol 293:865-881). En un ejemplo, para establecer las
condiciones para el ensayo, las placas de microtitulo (Dynex) son recubiertas
durante toda la noche con 5 ug/ml de un anticuerpo anti-Fab capturante (Cappel
Labs) en carbonato sédico 50 mM (pH 9,6), y posteriormente bloqueado con 2%
(p/v) de seroalbtimina bovina en PBS durante dos a cinco horas a temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no adsorbente (Nunc #269620),
100 pM o 26 pM ["’[[VEGF(109) se mezclan con diluciones seriadas de un Fab de
interes, por ej., Fab-12 (Presta et al., (1997) Cancer Res. 57:4593-4599). El Fab
de interés es luego incubado durante toda la noche; sin embargo, la incubacion
puede continuar durante 65 horas para asegurar que se alcance el equilibrio. A
continuacién, las mezclas son transferidas a la placa de captura para incubacion a
temperatura ambiente durante una hora. Luego, la solucion es extraida y la placa
se lava ocho veces con 0,1% Tween-20 en PBS. Cuando las placas se habian
secado, se agrega 150 ul/pocillo de agente de centelleo (MicroScint-20; Packard),
y las placas son contadas en un contador gamma Topcount (Packard) durante
diez minutos. Las concentraciones de cada Fab que brindan menos de o igual a
20% de union maxima se eligen para utilizar en ensayos de unién competitivos. De
acuerdo con otra realizacion, el Kd o valor Kd se mide utilizando ensayos de
resonancia de plasmoén superficial utilizando un BlAcore™-2000 o un BlAcore™-
3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C con chips CM5 de hVEGF
inmovilizado (8-109) a ~10 unidades de respuesta (RU, segun sus siglas en
inglés). 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. VEGF humano se diluye con acetato sédico 10mM,
pH 4,8, en 5 ug/ml (~0,2uM) antes de inyeccion a un indice de flujo de 5 ul/minuto
para lograr aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina
acoplada. Luego de la inyeccién de VEGF humano, se inyecta etanolamina 1M
para bloguear grupos sin reaccionar. Para mediciones de la cinética, se inyectan
diluciones seriadas dobles de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con 0,05% Tween
20 (PBST) a 25°C a un indice de flujo de aproximadamente 25ul/min. Se calculan

los indices de asociacion (Kencendido) Y l0s indices de disociacion (Kapagado) utilizando
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un modelo de unidén Langmuir uno a uno simple (version de Programa Informatico
de Evaluacion BlAcore Evaluation Software 3.2) ajustando simultaneamente el
sensograma de asociacion y de disociacion. Se calculd la constante de disociacion
de equilibrio (Kd) como la relacién Kapagado/Kencendido. Ve, por €j., Chen, Y., et al.,
(1999) J. Mol Biol 293:865-881. Si el indice encendido excede 10° M & por el
ensayo de resonancia de plasmén superficial anterior, entonces el indice
encendido puede ser determinado utilizando una técnica de templado fluorescente
que mide el aumento o disminucion de la intensidad de emision de fluorescencia
(excitacion = 295 nm; emisién = 340 nm, 16 nm pase de banda) a 25°C de un
anticuerpo anti-VEGF 20nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2, en presencia de
concentraciones en aumento de la forma corta de VEGF humano (8-109) o VEGF
de raton segin lo medido en un espectrometro, tal como un espectrometro
equipado con flujo de detencién (Aviv Instruments) o un espectrofotémetro SLM-
Aminco serie 8000 (ThermoSpectronic) con una cubeta agitada. El “Kd” o “valor
Kd" de acuerdo con esta invencién, en una realizacion, se mide mediante técnicas
conocidas en el arte.

Un anticuerpo de “bloqueo” o “antagonista” de anticuerpo es uno el cual
inhibe o reduce la actividad biolégica del antigeno que une. Por ejemplo, un
anticuerpo antagonista especifico de VEGF se une a VEGF e inhibe la capacidad
de VEGF de inducir la proliferacion de células endoteliales vasculares o de inducir
la permeabilidad vascular. Los anticuerpos de bloqueo preferidos o anticuerpos
antagonistas inhiben por completo la actividad biolégica del antigeno.

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

Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden solo una porciébn de un
anticuerpo intacto, incluyendo generalmente un sitio de unién al antigeno del
anticuerpo intacto y reteniendo de ese modo la capacidad de unién al antigeno.
Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo abarcados por la presente definicién
incluyen: (i) el fragmento Fab, que tiene dominios VL, CL, VH y CHA1; (ii) el
fragmento Fab’, el cual 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 y
CH?1; (iv) el fragmento Fd’ que tiene dominios VH y CH1 y uno o0 mas residuos de

cisteina en el término C del dominio CH1; (v) el fragmento Fv que tiene los
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dominios VL y VH de un brazo tnico de un anticuerpo; (vi) el fragmento dAb (Ward
et al., Nature 341, 544-546 (1989)) el cual consiste en un dominio VH; (vii)
regiones CDR aisladas; (vii) fragmentos F(ab"),, un fragmento bivalente
incluyendo dos fragmentos Fab’ ligados mediante un puente disulfuro en la region
bisagra; (ix) moléculas de anticuerpo de cadena Unica (por ej., Fv de cadena
unica; scFv) (Bird et al., Science 242:423-426 (1988); y Huston et al., PNAS (USA)
85:5879-5883 (1988)); (x) “diacuerpos” con dos sitios de unidn al antigeno, que
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio
variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (ver, por ej., EP
404,097, WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-
6448 (1993)); (xi) “anticuerpos lineales” que comprenden un par de segmentos Fd
en tandem (VH-CH1-VH-CH1) los cuales, junto con polipéptidos de cadena ligera
complementarios, forman un par de regiones de unién al antigeno (Zapata et al.
Protein Eng. 8(10):1057-1062 (1995); y Patente Estadounidense No. 5.641.870).

El termino “anticuerpo monoclonal” como se emplea en esta invencion, se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente
homogeéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion
son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar
presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente
especificos, siendo dirigidos contra un antigeno simple. Por afadidura, en
contraste con las preparaciones de los anticuerpos policlonales que incluyen
tipicamente anticuerpos diferentes dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un Gnico determinante
en el antigeno. El modificador "monoclonal' no debe ser interpretado como
requiriendo la produccién del anticuerpo por cualquier método en particular. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales a ser utilizados de acuerdo con la
invencion pueden ser preparados mediante el método del hibridoma primer
descrito por Kohler et al., Nature 256:495 (1975), o puede ser preparado mediante
metodos de ADN recombinante (ver, por ej, la Patente Estadounidense No.
4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales” también pueden ser aislados de
genotecas de anticuerpos de fagos utilizando las técnicas descritas en Clackson et
al., Nature 352:624-628 (1991) o Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), por
ejemplo.

Un fragmento “Fv’ es un fragmento de anticuerpo el cual contiene un
reconocimiento de antigeno completo y sitio de union. Esta region consiste en un

dimero de un dominio variable de cadena pesada y una cadena ligera en
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asociacién estrecha, que puede ser covalente por néturaleza, por ejemplo en
scFv. Es en esta configuracion que las tres CDRs e cada dominio variable
interactuan para definir un sitio de unién al antigeno en la superficie del dimero V-
VL. Colectivamente, las seis CDRs o un subconjunto de la misma confieren
especificidad de unién del antigeno al anticuerpo. Sin embargo, aun un dominio
variable unico (0 mitad de un Fv que comprende solamente tres CDRs
especificamente para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y union el
antigeno, si bien generalmente a una afinidad inferior que el sitio de unién entero.

Como se emplea en esta invencién, “dominio variable de anticuerpo” se
refiere a las porciones de las cadenas ligera y pesada de moléculas de anticuerpo
que incluyen secuencias de aminoacidos de Regiones Determinantes de la
Complementariedad (CDRs; es decir, CDR1, CDR2, y CDR3), y Regiones de
Estructura (FRs). Vy se refiere al dominio variable de la cadena pesada. V_ se
refiere al dominio variable de la cadena ligera. De acuerdo con los métodos
empleados en esta invencion, las posiciones de aminoacidos asignadas a CDRs y
FRs pueden ser definidas de acuerdo con Kabat (Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1987 vy
1991)). La numeracién de aminoacidos de anticuerpos o fragmentos de unién al
antigeno es también de acuerdo con la de Kabat.

Como se emplea en esta invencion, el término “Regiones Determinantes
de la Complementariedad” (CDRs; 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 unién al antigeno. Cada dominio variable tipicamente tiene
tres regiones CDR identificadas como CDR1, CDR2 y CDR3. Cada regién
determinante de la complementariedad puede comprender residuos de
aminoacidos de una “regiéon determinante de la complementariedad” segun lo
definido por Kabat (es decir aproximadamente los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2)
y 89-97 (L3) en el dominio variable de cadena ligera 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, National
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o aquellos residuos de un “lazo
hipervariable” (es decir, aproximadamente los residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y
91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-
101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada; Chothia y Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987)). En algunos casos, una region determinante de la
complementariedad puede incluir aminoacidos tanto de una region CDR definida
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de acuerdo con Kabat como un lazo hipervariable. Por ejemplo, la CDRH1 de la
cadena pesada del anticuerpo 4D5 incluye los aminoacidos 26 a 35.

‘Regiones estructurales” (en adelante FR) son aquellos residuos de
dominio variable que no son los residuos de CDR. Cada dominio variable
tipicamente tiene cuatro FRs identificadas como FR1, FR2, FR3 y FR4. Si las
CDRs son definidas de acuerdo con Kabat, los residuos FR de cadena ligera estan
posicionados a aproximadamente residuos 1-23 (LCFR1), 35-49 (LCFR2), 57-88
(LCFR3), y 98-107 (LCFR4) y los residuos de FR de cadena pesada estan
posicionados aproximadamente en los residuos 1-30 (HCFR1), 36-49 (HCFR2),
66-94 (HCFR3), y 103-113 (HCFR4) en los residuos de cadena pesada. Si las
CDRs comprenden residuos de aminoacidos de lazos hipervariables, los residuos
de FR de cadena ligera estan posicionados aproximadamente en los residuos 1-25
(LCFR1), 33-49 (LCFR2), 53-90 (LCFR3), y 97-107 (LCFR4) en los residuos de
FR de cadena ligera y de la cadena pesada estan posicionados 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 segun lo definido por Kabat como
aquellos de un lazo hipervariable, los residuos de FR seran ajustados
concordantemente. Por ejemplo, cuando CDRH1 incluye los aminoacidos H26-
H35, los residuos FR1 de cadena pesada estan en posiciones 1-25 y los residuos
FR2 estan en las posiciones 36-49.

El fragmento “Fab” contiene un dominio variable y constante de la cadena
ligera 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 los cuales estdn generalmente ligados en forma covalente cerca de su
terminales carboxi por cisteinas bisagra entre los mismos. Otros acoplamientos
quimicos de fragmentos de anticuerpo son también conocidos en la técnica.

Fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena unica” o “scFv” comprenden los
dominios Vy y V. de anticuerpo, donde estos dominios estan presentes en una
cadena polipeptidica unica. En general, el polipéptido Fv comprende ademas un
ligante polipeptidico entre los dominios Vi y V|, lo cual permite que el scFv forme
la estructura deseada para la unién al antigeno. Para una revisién de scFv, ver
Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol 113, Rosenburg y
Moore eds. Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994).

El termino “diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos

con dos sitios de unién al antigeno, dichos fragmentos comprenden un dominio

24



16

variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena ligera
(V1) en la misma cadena polipeptidica (Vi y V). Utilizando un ligante que sea
demasiado corto para pérmitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma
cadena, los dominios son forzados a aparearse con los dominios complementarios
de otra cadena y crean dos sitios de unién al antigeno. Los diacuerpos son
descritos mas completamente en, por ejemplo, EP 404.097; WO 93/11161; y
Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

La expresion “anticuerpos lineales” se refiere a los anticuerpos descritos
en Zapata et al., Protein Eng., 8(10):1057-1062 (1995). Brevemente, estos
anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd en tdndem (V3-Ch1-Vy-Cp1) los
cuales, junto con polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman un par
de regiones de union al antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser
biespecificos 0 monoespecificos.

Los anticuerpos monoclonales en esta invencion incluyen especificamente
anticuerpos “quiméricos” (inmunoglobulinas) en donde una porcién de la cadena
pesada y/o ligera es idéntica a, u homoéloga a, secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie en particular o que pertenecen a una clase
o subclase de anticuerpos en particular, mientras que el resto de la o las cadenas
es idéntico con, u homdlogo a secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo,
asi como también fragmentos de dichos anticuerpos, siempre y cuando exhiban la
actividad biolégica deseada (Patente Estadounidense No. 4.816.567; y Morrison et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81.6851-6855 (1984)).

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por €j., murinos)
son anticuerpos quiméricos los cuales contienen secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. En su mayoria, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en donde los residuos de una
region hipervariable del receptor son reemplazados por residuos de una regiéon
hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata,
conejo, o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, los residuos de la region de estructura Fv (FR) de la
inmunoglobulina humana son reemplazados por residuos no humanos
correspondientes. Por afadidura, los anticuerpos humanizados pueden
comprender residubs los cuales no son encontrados en el anticuerpo receptor o en
el anticuerpo donante. Estas modificaciones son hechas para refinar
adicionalmente el rendimiento de los anticuerpos. En general, el anticuerpo
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humanizado comprendera sustancialmente la totalidad de por lo menos uno, y
tipicamente dos, dominios variables, en los cuales la totalidad o sustancialmente la
totalidad de los lazos hipervariables corresponden a aquellos de una
inmunoglobulina no humana y la totalidad o sustancialmente la totalidad de las
region FR son aquellos de una secuencia de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera por lo menos una
porcién de un region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente aquella de
una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véase Jones et al, Nature
321:522-525 (1986); Riechmann et 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
aminoacido la cual corresponde con aquella de un anticuerpo producido por un
humano y/o ha sido preparado utilizando cualquiera de las técnicas para preparar
anticuerpos humanos segun lo descrito en esta invencion. Esta definicion de un
anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que
comprende residuos de unién al antigeno no humanos. Los anticuerpos humanos
pueden ser producidos utilizando diversas técnicas conocidas en la técnica. En
una realizacién, el anticuerpo humano se selecciona entre una genoteca de fagos,
donde esta 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 y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks
et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)). Los anticuerpos humanos también pueden ser
preparados introduciendo lugares de inmunoglobulina humana en animales
transgénicos, por ej., ratones en los cuales los genes de inmunoglobulina
endoégenos han sido parcial o completamente inactivados. Luego del desafio, se
observa produccion de anticuerpos humanos, lo cual se asemeja estrechamente a
lo observado en seres humanos en todos los aspectos, incluyendo redisposicion
de genes, ensamble y repertorio de anticuerpos. Este método es descrito, por
ejemplo, en las Patentes Estadounidenses Nos. 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 et al., Nature 368: 856-
859 (1994); Morrison, Nature 368:812-13 (1994); Fishwild et al., Nature
Biotechnology 14: 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826
(1996); Llonberg y Huszar, Inten. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995).
Alternativamente, el anticuerpo humano puede ser preparado por medio de la

inmortalizacién de linfocitos B humanos que producen un anticuerpo dirigido
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contra un antigeno objetivo (dichos linfocitos B pueden ser recuperados de un
individuo o pueden haber sido inmunizados in vitro). Ver, por ej., 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 Estadounidense No. 5.750.373.

Un anticuerpo “madurado por afinidad” es aquel con una o mas
alteraciones en una o mas de sus CDRs lo cual da como resultado una mejora en
la afinidad del anticuerpo para el antigeno, en comparacién con un anticuerpo
parental el cual no posee aquella(s) alteracion(es). Los anticuerpos madurados por
afinidad preferidos tendran afinidades nanomolares o incluso picomolares para el
antigeno objetivo. Los anticuerpos madurados por afinidad son producidos
mediante procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al. Bio/Technology
10:779-783 (1992) describe la maduraciéon por afinidad mediante barajado de
dominios VH y VL. La mutagénesis al azar de CDR y/o residuos estructurales es
descrita por. Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1994); Schier
et al. Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol. 1565:1994-2004 (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 uni6n al antigeno funcional” de un anticuerpo es aquel el cual
es capaz de unién a un antigeno objetivo. La afinidad de union al antigeno del sitio
de union al antigeno no es necesariamente tan fuerte como el anticuerpo parental
del cual el sitio de uni6n al antigeno deriva, pero la capacidad de union al antigeno
debe poderse medir utilizando cualquiera de una variedad de métodos conocidos
para evaluar la union del anticuerpo a un antigeno. Por afiadidura, la afinidad de
union al antigeno de cada uno de los sitios de union al antigeno de un anticuerpo
multivalente en esta invencién no necesariamente débe ser cuantitativamente
igual. Para los ahticuerpos multiméricos de esta invencion, la cantidad de sitios de
unién al antigeno funcionales puede ser evaluada utilizando analisis de
ultracentrifugacién segun lo descrito en el Ejemplo 2 de la Publicacién de Solicitud
de Patente Estadounidense No. 20050186208. De acuerdo con este método de
analisis, se combinan diferentes relaciones de antigeno objetivo a anticuerpo
multimeérico y el peso molecular promedio de los complejos se calcula asumiendo
diferentes nimeros de sitios de unién funcionales. Estos valores teoricos son
comparados 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 el cual posee una o mas de las caracteristicas biologicas de
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ese anticuerpo que lo distingue de otros anticuerpos que se unen al mismo
antigeno.

A fin de seleccionar anticuerpos los cuales se unen a un epitopo en un
antigeno unido por un anticuerpo de interés, se puede llevar a cabo un ensayo de
bloqueo cruzado de rutina tal como aquel descrito en Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988).

Un “anticuerpo dependiente de la especie” es aquel que tiene una afinidad
de union mas fuerte para un antigeno de una primera especie mamifero que la
que tiene para un homologo de ese antigeno de una segunda especie mamifera.
Normalmente, el anticuerpo dependiente de la especie “se une especificamente” a
un antigeno humano (por ej., tiene un valor de afinidad de unién (K4) de no mas de
aproximadamente 1 x 107 M, o no mas de aproximadamente 1 x 10° M o no mas
de aproximadamente 1 x 10° M) aunque tiene una afinidad de union para un
homologo del antigeno de una segunda especie mamifera no humana la cual es
por lo menos aproximadamente 50 veces, o por lo menos aproximadamente 500
veces, o por lo menos aproximadamente 1000 veces, mas débil que su afinidad de
unién para el antigeno humano. El anticuerpo dependiente de la especie puede
ser cualquiera de los diversos tipos de anticuerpos segin lo definido
anteriormente, pero tipicamente es un anticuerpo humanizado o humano.

Como se emplea en esta invencion, “mutante de anticuerpo” o “variante de
anticuerpo” se refiere a una variante de secuencia de aminoacidos del anticuerpo
dependiente de la especie donde uno o mas de los residuos de aminoacidos del
anticuerpo dependiente de la especie han sido modificados. Dichas mutantes
necesariamente tienen menos de 100% de identidad o similitud de secuencia con
el anticuerpo dependiente de la especie. En una realizacion, la mutante del
anticuerpo tendra una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 75% de
identidad o similitud de secuencia de aminoacidos con la secuencia de
aminoacidos del dominio variable de cadena pesada o ligera 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 maxima preferencia por lo menos 95%. La identidad o similitud con respecto a
esta secuencia es definida en esta invencién como el porcentaje de residuos de
aminoacidos en la secuencia candidato que son idénticos (es decir, mismo
residuo) o similares (es decir, residuo de aminoacidos del mismo grupo en base a
propiedades de cadenas laterales comunes, ver mas abajo) con los residuos de

anticuerpos dependientes de la especie, después de alinear las secuencias e
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introducir espacios vacios, en caso necesario, para lograr el porcentaje maximo de
identidad de secuencia. Ninguna de las extensiones, supresiones o inserciones de
terminal N, terminal C o internas en la secuencia de anticuerpo fuera del dominio
variable sera interpretada como afectando la identidad o similitud de secuencia.

Para aumentar la vida media de los anticuerpos o polipéptido que contiene
las secuencias de aminoacidos de esta invencion, se puede unir un epitopo de
unién al receptor de salvamento al anticuerpo (especialmente un fragmento de
anticuerpo), seguin lo descrito, por €j., en Patente Estadounidense N° 5.739.277.
Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que codifica el epitopo de union al
receptor de salvamento puede ser ligada en marco a un &cido nucleico que
codifica una secuencia polipeptidica de esta invencion de modo que la proteina de
fusion expresada por la molécula de acido nucleico construida por ingenieria
genética comprenda el epitopo de union al receptor de salvamento y una
secuencia polipeptidica de esta invencion. Como se emplea en esta invencion, el
téermino “epitopo de unién al receptor de salvamento” se refiere a un epitopo de la
region Fc de una molécula de IgG (por ej., 1gGy, 19G,, 19Gs, o 1gGs) que es
responsable del aumento de la vida media sérica in vivo de la molécula de 1gG
(por ej., Ghetie et al., Ann. Rev. Immunol. 18:739-766 (2000), Tabla 1). Los
anticuerpds con sustituciones en una regién Fc de los mismos y vidas medias
séricas aumentadas son también descritos en WO 00/42072, WO 02/060919;
Shields et al., J. Biol. Chem. 276:6591-6604 (2001); Hinton, J. Biol. Chem.
279:6213-6216 (2004)). En otra realizacién, la vida media sérica también puede
ser aumentada, por ejemplo, uniendo otras secuencias polipeptidicas. Por
ejemplo, los anticuerpos u otros polipéptidos Utiles en los métodos de la invencion
pueden ser unidos a albiimina sérica o a una porcién de seroalbimina que se une
al receptor FcRn o un péptido de unién a seroalbumina de modo que la
seroalbimina se una al anticuerpo o al polipéptido, por ej., dichas secuencias
polipeptidicas son descritas en WO01/45746. En una realizacion, el péptido de
seroalblmina a ser unido comprende una secuencia de aminoacidos de
DICLPRWGCLW. En otra realizacion, la vida media de un Fab es aumentada
mediante estos métodos. Véase ademas, Dennis et al. J. Biol. Chem. 277:35035-
35043 (2002) para secuencias peptidicas de unién a seroalbumina.

Una “proteina de receptor del VEGF quimérica” es una molécula receptora
del VEGF que tiene secuencias de aminoacidos derivadas de por lo menos dos
proteinas diferentes, por lo menos uno de los cuales es como proteina receptora
del VEGF. En ciertas realizaciones, la proteina receptora del VEGF quimérica es
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capaz de unirse a, e inhibir, la actividad bioldgica de VEGF.

Un anticuerpo “aislado” es aquel que ha sido identificado y separado y/o
recuperado de un componente de su medioambiente natural. Los componentes
contaminantes de su medioambiente natural son materiales que interferirian con
los usos de diagnostico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir
enzimas, hormonas y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo estara purificado (1) hasta mas del 95% en peso de
anticuerpo segun lo determinado por el método Lowry, y con maxima preferencia
mas del 99% en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener por lo menos 15
residuos de secuencia de aminoacidos de terminal N o interna mediante el uso de
un secuenciador de taza giratoria, o (3) hasta homogeneidad mediante SDS-
PAGE bajo condiciones de reduccién o no reductoras utilizando coloracion con
azul Coomassie o con plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ
dentro de células recombinantes puesto que por lo menos un componente del
medioambiente natural del anticuerpo no estara presente. Comunmente, sin
embargo, el anticuerpo aislado sera preparado por, por lo menos, un paso de
purificacion.

Por “fragmento” se quiere decir una porcion de un polipéptido o molécula
de acido nucleico que contiene, preferentemente, por lo menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, o mas de la longitud entera de la molécula
de acido nucleico o polipéptido de referencia. Un fragmento puede contener 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100, 200, 300, 400, 500, 600, 0 mas nucleétidos o
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 190, 200 aminoacidos o
mas.

Un “agente antiangiogénesis” o “inhibidor de angiogénesis” se refiere a
una sustancia de peso molecular pequefio, un polinucleétido, un polipéptido, una
proteina aislada, una proteina recombinante, un anticuerpo o conjugados o
proteinas de fusion de los mismos, que inhibe la angiogénesis, vasculogénesis, o
permeabilidad vascular indeseable, ya sea en forma directa o indirecta. Deberia
entenderse que el agente antiangiogénesis incluye aquellos agentes que unen y
bloquean la actividad angiogénica del factor angiogénico o su receptor. Por
ejemplo, un agente antiangiogénesis es un anticuerpo u otro antagonista de un
agente angiogénico segun lo definido a lo largo de la memoria descriptiva o
conocido en la tecnica, por ej., pero no se limitan a, anticuerpos contra VEGF-A o
contra el receptor de VEGF-A (por ej., receptor KDR y/o receptor Flt-1), trampa de
VEGF, inhibidores anti-PDGFR tales como Gleevec™ (Mesilato de Imatinib). Los
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agentes antiangiogénesis también incluyen inhibidores de angiogénesis nativos,
por €j., angiostatina, endostatina, etc. Ver, por €j., Klagsbrun y D’Amore, Annu.
Rev. Physiol., §3:217-39 (1991); Streit and Detmar, Oncogene, 22:3172-3179
(2003) (por ej., Tabla 3 que enlista la terapia antiangiogénica en melanoma
maligno), Ferrara & Alitalo, Nature Medicine 5:1359-1364 (1999); Tonini et al.,
Oncogene, 22:6549-6556 (2003) (por ej., la Tabla 2 que enlista factores
antiangiogénicos conocidos); y Sato. Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003) (por e;j.,
la Tabla 1 enlista agentes antiangiogénicos empleados en ensayos clinicos).

Una dosis de “mantenimiento” en esta invencién se refiere a una o mas
dosis de un agente terapéutico administrado al paciente luego o después de un
periodo de tratamiento. En general, las dosis de mantenimiento son administradas
a intervalos de tratamiento espaciados, tales como aproximadamente por semana,
aproximadamente cada 2 semanas, aproximadamente cada 3 semanas o
aproximadamente cada 4 semanas.

“Supervivencia” se refiere al paciente que permanece con vida, e incluye
la supervivencia libre de progreso (PFS) y supervivencia total (OS). La
supervivencia puede ser estimada mediante el método Kaplan-Meier, y cualquier
diferencia en la supervivencia se computa utilizando el ensayo de rango log
estratificado.

“Supervivencia libre de progreso (PFS)” se refiere al tiempo desde el
tratamiento (o aleatorizacion) hasta el primer progreso de la enfermedad o la
muerte. Por ejemplo, es el tiempo que el paciente permanece con vida, sin
retorno del cancer, por ej., durante un periodo de tiempo definido tal como
aproximadamente 0,5 meses, 1 mes, 2 meses, 2,1 meses, 2,2 meses, 2,8 meses,
3 meses, etc., desde el inicio del tratamiento o desde el diagndstico inicial. En una
realizacion, la PFS se extiende aproximadamente 2,1 meses. En un aspecto de la
invencion, PFS puede evaluarse mediante Criterios de Evaluaciéon de Respuesta
en Tumores Solidos (RECIST, siglas correspondientes a “Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors”).

La “supervivencia total” se refiere al paciente que permanece con vida
durante un periodo de tiempo definido, tal como aproximadamente 1 afio,
alrededor de 2 afios, alrededor de 3 afios, alrededor de 4 afios, alrededor de 5
anos, alrededor de 10 afos, etc.,, desde el inicio del tratamiento o desde el
diagnéstico inicial.

Por ‘“extender la supervivencia” o “aumentar la probabilidad de

supervivencia” se quiere decir aumentar la PFS y/o OS en un paciente tratado con
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relacion a un paciente sin tratar (es decir, con relacion a un paciente no tratado
con un antagonista especifico de VEGF, por €j., un anticuerpo de VEGF), o con
relacion a un protocolo de tratamiento de control, tal como el tratamiento
solamente con agente quimioterapéutico, tal como aquellos empleados en el
tratamiento del cancer de mama. La supervivencia es monitoreada durante por lo
menos aproximadamente un mes, dos meses, cuatro meses, seis meses, nueve
meses, 0 por lo menos aproximadamente 1 afo, o por lo menos aproximadamente
2 afios, o por lo menos aproximadamente 3 afos, o por lo menos
aproximadamente 4 afios, o por lo menos aproximadamente 5 aﬁoé, o por lo
menos aproximadamente 10 afios, etc., luego del inicio del tratamiento o luego del
diagnéstico inicial.

La relacion de peligro (HR) es una definicion estadistica para tasas de
eventos. Para el propésito de la invencion, la relacion de peligro se define como
representando la probabilidad de un evento en el brazo experimental dividido por
la probabilidad de un evento en el brazo de control en cualquier punto en el tiempo
especifico. La “relacién de peligro” en el andlisis de supervivencia libre de
progreso es un resumen de la diferencia entre dos curvas de supervivencia libre
de progreso, representando la reduccion en el riesgo de muerte en tratamiento en
comparacion con el control, durante un periodo de seguimiento.

El término “concurrentemente” se emplea en esta invencién para hacer
referencia a la administracion de dos o mas agentes terapéuticos, donde por lo
menos parte de la administracién se superpone en el tiempo. Por lo tanto, la
administracion concurrente incluye un régimen de dosificacién cuando la
administracion de uno o mas agente(s) continia después de discontinuar la
administracion de uno o mas otro(s) agente(s).

Por “terapia de mantenimiento” se quiere indicar un régimen terapéutico
que es proporcionado para reducir la probabilidad de recurrencia o progreso de la
enfermedad. La terapia de mantenimiento puede ser proporcionada durante
cualquier longitud de tiempo, incluyendo periodos de tiempo extendidos durante
toda la vida del sujeto. La terapia de mantenimiento puede ser proporcionada
después de la terapia inicial 0 en conjunto con terapias iniciales o adicionales. Las
dosificaciones empleadas para la terapia de mantenimiento pueden variar y
pueden incluir dosis disminuidas en comparacion con las dosis empleadas para
otros tipos de terapia.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren o describen la afeccion

fisiologica en mamiferos que es tipicamente caracterizada por el crecimiento
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celular desregulado. Se incluyen en esta definicién los canceres benignos y
malignos asi como también tumores latentes o las micrometastasis. Los ejemplos
de cancer incluyen aunque sin limitarse a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma,
y leucemia. Los ejemplos mas particulares de dichos canceres incluyen cancer de
mama, cancer de células escamosas, cancer de pulmén (incluyendo cancer de
pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de células no pequerias,
adenocarcinoma del pulmén, y carcinoma escamoso del pulmén), cancer del
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estémago (incluyendo
cancer gastrointestinal), cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello
uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer
de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de
glandula salivar, cancer de rifidn o renal, cancer hepatico, cancer de prostata,
cancer vulval, cancer de tiroides, carcinoma hepatico y diversos tipos de cancer de
cabeza y cuello, asi como también linfoma de células B (incluyendo linfoma no de
Hodgkin de grado bajo/ folicular (NHL); NHL linfocitico pequefio (SL); NHL de
grado intermedio/folicular; NHL difuso de grado intermedio; NHL inmunoblastico de
grado elevado; NHL linfoblastico de grado elevado; NHL de células no disociadas
pequenas de grado elevado; NHL de enfermedad de tamafio mas grande; linfoma
de celulas del manto; linfoma relacionado con SIDA y Macroglobulinemia de
Waldenstrom); leucemia linfocitica cronica (CLL); leucemia linfoblastica aguda
(ALL); leucemia de células pilosas; leucemia mieloblastica cronica; y trastorno
linfoproliferativo post- trasplante (PTLD), asi como también proliferacién vascular
anormal asociada con facomatosis, edema (tal como aquel asociados con tumores
cerebrales), y sindrome de Meigs.

Por “metastasis” se quiere decir el esparcimiento del cancer de su sitio
primario a otros lugares del cuerpo. Las células cancerigenas pueden
desprenderse de un tumor primario, penetrar en los vasos linfaticos y sanguineos,
circular a través del torrente sanguineo, y crecer en un foco distante (hacer
metastasis) en tejidos normales en otra parte del cuerpo. La metastasis puede ser
local o distante. La metastasis es un proceso secuencial, contingente en células
tumorales que se desprenden del tumor primario, viajando a través del torrente
sanguineo, y deteniéndose en un sitio distante. En el nuevo sitio, las células
establecen un suministro de sangre y pueden crecer para formar una masa
amenazadora de la vida. Tanto las rutas moleculares estimuladoras como

inhibidoras dentro de la célula tumoral regulan este comportamiento, y las
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interacciones entre la célula tumoral y las células huéspedes en el sitio distante
son también significativas.

Por “sujeto” se quiere significar un mamifero, incluyendo, aunque sin
limitarse a, un mamifero humano o no humano, tal como un bovino, equino,
canino, ovino o felino. Preferentemente, el sujeto es un ser humano. Pacientes son
tambien sujetos en esta invencién.

Para los métodos de la invencién, el término “instruir’ a un sujeto significa
proporcionar indicaciones para la terapia aplicable, medicacién, tratamiento,
regimenes de tratamiento y similares, por cualquier medio, pero preferentemente
por escrito, tal como en la forma de insertos de paquete u otro material
promocional escrito.

Para los métodos de la invencion, el término “promover” significa ofrecer,
publicar, vender o describir un farmaco en particular, combinacién de farmacos, o
modalidad de tratamiento, por cualquier medio, incluyendo por escrito, tal como en
la forma de insertos del paquete. Promover en esta invencion se refiere a la
promocion de un agente terapéutico, tal como un antagonista de VEGF, por €.,
anticuerpo anti-VEGF o agente quimioterapéutico, para una indicacién, tal como el
tratamiento del cancer de mama, donde dicha promocion es autorizada por la
Administracion de Alimentos y Farmacos “Food and Drug Administration” (FDA)
como habiéndose demostrado que estd asociado con eficacia terapéutica
estadisticamente significativa y seguridad aceptable en una poblacién de sujetos.

El término “comercializar” se emplea en esta invencién para describir la
promocion, venta o distribucibn de wun producto (por ej., farmaco).
Comercializacién incluye especificamente el envasado, publicidad y cualquier
actividad comercial con el propésito de comercializar un producto.

Una “poblacién” de sujetos se refiere a un grupo de sujetos con cancer, tal
como en un ensayo clinico, o segin lo observado por oncélogos después de la
aprobacion por FDA para una indicacion en particular, tal como la terapia del
cancer de mama.

El término “terapia anticancerigena” se refiere a una terapia Gtil para tratar
el cancer. Los ejemplos de agentes terapéuticos anticancerigenos incluyen,
aunque sin limitarse a, por ej., cirugia, agentes quimioterapéuticos, agentes
inhibidores del crecimiento, agentes citotoxicos, agentes empleados en terapia de
radiacion, agentes anti-angiogénesis, agentes apoptdticos, agentes anti-tubulina, y
otros agentes para tratar el cancer, tales como anticuerpos anti-HER-2,

anticuerpos anti-CD20, un antagonista del receptor del factor de crecimiento
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epidérmico (EGFR) (por ej., un inhibidor de tirosina quinasa), inhibidor de
HER1/EGFR (por ej., erlotinib (Tarceva®), inhibidores del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (por ej., Gleevec™ (Mesilato de Imatinib)), un inhibidor de
COX-2 (por ej., celecoxib), interferones, citoquinas, antagonistas (por ej.,
anticuerpos neutralizantes, inhibidores de moléculas pequeiias, etc.) que se unen
a uno o mas de los siguientes objetivos receptor(es) de ErbB2, ErbB3, ErbB4,
PDGFR-beta, BlyS, APRIL, BCMA o VEGF, VEGF, TRAIL/Apo2, y otros agentes
quimicos bioactivos y organicos, etc. Sus combinaciones son también incluidas en
la invencién.

El término “agente citotdxico” como se emplea en esta invencion se refiere
a una sustancia que inhibe o previene la funcién de células y/o causa la
destruccion de células. El término tiene el proposito de incluir isétopos radioactivos
(por ej. AE™, ¥ 1'% v%0 Re'® Re'® sm'S3, Bi2'2 P32 ¢ isotopos radiactivos de
Lu), agentes quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas de molécula
pequefa o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungal, vegetal o
animal, incluyendo sus fragmentos y/o variantes.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el
tratamiento del cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen un
compuesto quimico Util en el tratamiento del cancer. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y CYTOXAN®
ciclofosfamida; alquilsulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan;
aziridinas tales como benzodopa, carboquona, meturedopa, y uredopa;
etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas
(especialmente bulatacina y bulatacinona); una camptotecina (incluyendo el
analogo sintético topotecan); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo su
analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas
(particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina
(incluyendo los andlogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina;
pancratistatina; una sarcodictiina; espongistatina; mostazas de nitrogeno tales
como clorambucilo, clornafacina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida,
mecloretamina, clorhidrato de oxido de mecloretamina, melfalan, novembicina,
fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales
como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, y ranimustina;
antibidticos tales como los antibiéticos de enodiina (por ej, caliceamicina,

especialmente caliceamicina gamma1l y caliceamicina omegal1 (ver, por €j.,
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Agnew, Chem- Intl. Ed. Engl., 33. 183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo
dinemicina A; bisfosfonatos, tales como clodronato; una esperamicina; asi como
también croméforo de neocarzinostatina y croméforos antibiéticos de enodiina
cromoproteicos relacionados), aclacinomicinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-
norleucina, ADRIAMYCIN® doxorubicina (incluyendo morfolino-doxorubicina,
cianomorfolino-doxorubicina,  2-pirrolino-doxorubicina y  deoxidoxorubicina),
epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como
mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos
tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido folico tales
como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina
tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como
calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,
testolactona; antiadrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano;
reaprovisionadores del acido félico acido frolinico; aceglatona; glicésido de
aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato
de eliptinio; una epotilona; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan;
lonidamina; maytansinoides tales como maytansina y ansamitocinas;
mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitracrina; pentostatina; fenamet;
pirarubicina; losoxantrona; acido podofilinico; 2- etilhidrazida; procarbazina;
complejo polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano;
rizoxin; sizofiran; espirogermanio; acido tenuazonico; triaciquona; 2,2'2"-
triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina
A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol:
mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinésido (“Ara-C”); ciclofosfamida; tiotepa;
taxoides, por ej., TAXOL® paclitaxel (Bristol- Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.), ABRAXANE® libre de Cremophor, formulacién en nanoparticulas construidas
con albumina de paclitaxel (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg,
Itinois), y TAXOTERE® doxetaxel (Rhéne- Poulenc Rorer, Antony, Francia);

cloranbucilo; GEMZAR® gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato;
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analogos de platino tales como cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; vinblastina;
platino; etopoésido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; NAVELBINE®
vinorelbina; novantrona; tenip6sido; edatrexato; daunomicina; aminopterina;
xeloda; ibandronato; irinotecan (Camptosar, CPT-11) (incluyendo el régimen de
tratamiento de irinotecan con 5-FU y leucovorina); inhibidor de topoisomerasa RFS
2000; difluormetilornitina (DMFO); retinoides tales como acido retinoico;
capecitabina; combretastatina; leucovorina (LV); oxaliplatino, incluyendo el
réegimen de tratamiento con oxaliplatino (FOLFOX); lapatinib (Tykerb®); inhibidores
de PKC-alfa, Raf, H-Ras, EGFR (por €j., erlotinib (Tarceva®)) y VEGF-A que
reducen la proliferacion celular y sales farmacéuticamente aceptables, acidos o
derivados de cualquiera de los antes mencionados.

También se incluyen en esta deginicién a los agentes antihormonales que
actlan para regular o inhibir la accién de hormonas sobre tumores tales como
antiestrégenos y moduladores de receptores de estrégenos selectivos (SERMs),
incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno (incluyendo tamoxifeno NOLVADEX®),
raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018,
onapristona, y FARESTON- toremifeno; inhibidores de aromatasa que inhiben la
enzima aromatasa, lo cual regula la produccion de estrogeno en las glandulas
adrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, acetato de
megestrol MEGASE®, exemestano AROMASIN®, formestanie, fadrozol,
RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol, y ARIMIDEX® anastrozol; vy
antiandrégenos tales como flutamida, niIutamida, bicalutamida, leuprélido, y
goserelina; asi como también troxacitabina (un analogo de 1,3-dioxolano
nucledsido citosina); oligonucleétidos antisentido, particularmente aquellos los
cuales inhiben la expresiéon de genes en rutas de sefalizacién implicadas en la
proliferacion celular aberrante, tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Ralf y H-Ras;
ribozimas tales como un inhibidor de la expresion de VEGF (por €j., ribozima
ANGIOZYME®) e inhibidor de la expresion de HER2; vacunas tales como vacunas
de terapia génica, por ejemplo, la vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN®,
y la vacuna VAXID®; PROLEUKIN® rlL-2; inhibidor de topoisomerasa 1
LURTOTECAN®; ABARELIX® rmRH; y las sales, acidos o derivados de los
mismos farmacéuticamente aceptables.

El término “citoquina” es un término genérico para proteinas liberadas por
una poblacién celular que actiian sobre otra célula como mediador intercelular.
Los ejemplos de dichas citoquinas son linfoquinas, monoquinas, y hormonas

polipeptidicas tradicionales. Se incluyen entre las citoquinas a las hormonas del
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crecimiento tales como hormona de crecimiento humana, hormona del crecimiento
humana de N-metionilo, y hormona del crecimiento bovina; hormona paratiroides;
tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas de glicoproteina
tales como hormona estimuladora de foliculos (FSH), hormona estimuladora de
tiroides (TSH), y hormona luteinizante (LH); factor de crecimiento epidérmico;
factor de crecimiento hepatico; factor de crecimiento de fibroblastos; prolactina;
lactogeno placentario; factor alfa y beta de necrosis tumoral; sustancia inhibidora
de mullerian; péptido asociado a gonadotropina de ratén; inhibina; activina; factor
de crecimiento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO); factores de
crecimiento nervioso tales como NGF-alfa; factor de crecimiento de plaquetas;
factor de crecimiento transformador (TGFs) tales como TGF-alfa y TGF-beta;
factor | y Il de crecimiento del tipo insulina; eritropoyetina (EPO); factores
osteoinductivos; interferones tales como interferén alfa, beta y gamma, factores
estimuladores de colonias (CSFs) tales como CSF macréfago (M-CSF);
granulocito-macréfago-CSF (GM-CSF); y granulocito-CSF (G-CSF); interleuquinas
(ILs) tales como IL-1, IL-1alfa, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-
11, IL-12; un factor de necrosis tumoral tales como TNF-alfa o TNF-beta; y otros
factores polipeptidicos incluyendo LIF y ligando kit (KL). Como se emplea en esta
invencion, el término citoquina incluye proteinas de fuentes naturales o de cultivo
de células recombinantes y equivalentes biolégicamente activos de las citoquinas
de secuencia natural.

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se em'plea en esta invencién
se refiere a un compuesto o composiciéon que inhibe el crecimiento de una célula
in vitro y/o in vivo. Por consiguiente, el agente inhibidor del crecimiento puede ser
aquel que reduce significativamente el porcentaje de células en fase S. Los ejemplos
de agentes inhibidores del crecimiento incluyen agentes que bloquean el progreso
del ciclo celular (en un lugar que no es la fase S), tales como agentes que inducen la
detencion G1y detencion en fase M. Los bloqueadores en fase M clasicos incluyen a
las vincas (vincristina y vinblastina), TAXOL®, e inhibidores de topo Il tales como
doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, etopdsido, y bleomicina. Aquellos agentes
que detienen G1 también se derraman en la detencion en fase S, por ejemplo,
agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbacina,
mecloretamina, cisplatino, metotrexato, 5-fluorouracilo, y ara-C. Puede encontrarse
mas informacion en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn and lsrael, eds.,
Capitulo 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs” por
Murakami et al. (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente p. 13.
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El término “profarmaco” como se emplea en esta solicitud se refiere a una
forma de precursor o derivado de una sustancia farmacéuticamente activa que es
menos citotdxica a células tumorales en comparacién con la droga principal y es
capaz de ser enzimaticamente activada o convertida en la forma principal mas
activa. Ver, por ej., Wiman, “Prodrugs in Cancer Chemotherapy” Biochemical
Society Transactions, 14, pags. 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.), paginas 247-267, Humana Press (1985). Los
profarmacos de esta invencion incluyen, aunque sin limitarse a, profarmacos que
contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que contiene
sulfato, profdrmacos que contienen péptido, profarmacos modificados con D-
aminoacidos, profarmacos glicosilados, profarmacos que contienen B-lactama,
profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituida o
profarmacos que contienen fenilacetamida opcionalmente sustituida, 5-
fluorocitosina y otros profarmacos de 5-fluorouridina los cuales pueden ser
convertidos en el farmaco libre citotoxico mas activo. Los ejemplos de farmacos
citotoxicos que pueden ser derivados en una forma de profarmaco para utilizar en
esta invencion incluyen, aunque sin limitarse a, aquellos agentes
quimioterapéuticos descritos anteriormente.

Por “terapia de radiacién” se quiere indicar el uso de rayos gamma o rayos
beta dirigidos para inducir dafio suficiente a una célula de modo de limitar su
capacidad de funcional normalmente o de destruir la célula en su totalidad. Se
apreciara que habra muchas maneras conocidas en la técnica para determinar la
dosis y duracién del tratamiento. Los tratamientos tipicos son proporcionados
como una administracion de una sola vez y las dosis tipicas oscilan entre 10 y 200
unidades (Grays) por dia.

Mediante “reducir o inhibir" se quiere decir la capacidad de prevenir/
retardar o causar una disminucion general preferentemente del 20% o mas, mas
preferentemente del 50% o mas, y con maxima preferencia del 75%, 85%, 90%,
95%, o més. Reducir o inhibir puede hacer referencia a los sintomas del trastorno
que se esta tratando, la presencia o tamafo de metastasis o micrometastasis, el
tamafo del tumor primario, la presencia o el tamario del tumor latente, o el tamafio
o cantidad de los vasos sanguineos en trastornos angiogénicos.

El término “infusién intravenosa” se refiere a la introducciéon de un farmaco
en la vena de un paciente animal o humano durante un periodo de tiempo superior

a aproximadamente 5 minutos, preferentemente entre aproximadamente 30 y 90
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minutos, si bien, de acuerdo con la invencion, la infusiéon intravenosa es
alternativamente administradas durante 10 horas o0 menos.

El término “bolo intravenoso” o “dosis de choque intravenosa” se refiere a la
administracion del farmaco en una vena de un animal o humano de modo que el
cuerpo recibe el farmaco en aproximadamente 15 minutos 0 menos,
preferentemente 5 minutos o menos.

El término “administracion subcutanea” se refiere a la introduccién de un
farmaco debajo de la piel de un paciente animal o humano, preferentemente dentro
de un bolsillo entre la piel y el tejido subyacente, mediante la administracion
relativamente lenta y sostenida de un receptaculo del farmaco. El bolsillo puede ser
creado mediante pellizco o estirado hacia arriba de la piel y lejos del tejido
subyacente.

El término “infusién subcutanea” se refiere a la introduccién de un farmaco
debajo de la piel de un paciente animal o humano, preferentemente dentro de un
bolsillo entre la piel y el tejido subyacente, mediante la administracion relativamente
lenta y sostenida de un receptaculo del farmaco durante un periodo de tiempo
incluyendo, aunque sin limitarse a, 30 minutos o menos, o 90 minutos o menos.
Opcionalmente, la infusién puede ser realizada mediante implante subcutaneo de
una bomba de administracién del farmaco implantada debajo de la piel del paciente
animal o humano, donde la bomba administra una cantidad predeterminada de
farmaco durante un periodo predeterminado de tiempo, tal como 30 minutos, 90
minutos, o un periodo de tiempo que abarca la longitud del régimen de tratamiento.

El término “bolo subcutaneo” se refiere a la administracion del farmaco
debajo de la piel de un paciente animal o humano, donde la administracion del
farmaco por bolo es preferentemente menos de aproximadamente 15 minutos, mas
preferentemente menos de 5 minutos, y con maxima preferencia menos de 60
segundos. La administracion es preferentemente dentro de un bolsillo entre la piel y
el tejido subyacente, donde el bolsillo es creado, por ejemplo, por pellizco o estirado
de la piel hacia arriba y lejos del tejido subyacente.

Un “trastorno” es cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento con
el anticuerpo. Esto incluye trastornos o enfermedades crénicos y agudos
incluyendo aquellas afecciones patolégicas las cuales predisponen al mamifero al
trastorno en cuestion. Los ejemplos no limitativos de trastornos a ser tratados en
esta invencién incluyen cancer; tumores benignos y malignos; leucemias y

enfermedades linfoides; trastornos neuronales, gliales, astrocitales, hipotalamicos
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y otros trastornos glandulares, macrofagos, epiteliales, estromales y de
blastoceles; y trastornos inflamatorios, angiogénicos e inmunoldgicos.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de
un farmaco eficaz para tratar una enfermedad o trastorno en un mamifero. En el
caso del cancer, la cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir la
cantidad de células cancerigenas; reducir el tamafio tumoral; inhibir (es decir,
ralentizar en cierta medida y preferentemente detener) la infiltracion de células
cancerigenas en érganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar en cierta medida y
preferentemente detener) la metastasis tumoral; inhibir, en cierta medida, el
crecimiento tumoral; y/o aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas
asociados con el trastorno. En la medida en que el farmaco pueda prevenir el
crecimiento y/o matar células cancerigenas existentes, el mismo puede ser
citostatico y/o citotdxico. Para la terapia contra el cancer, la eficacia in vivo puede,
por ejemplo, medirse evaluando la duracion de supervivencia, duraciéon de
supervivencia libre de progreso (PFS), las tasas de respuesta (RR), duracion de
respuesta y/o calidad de vida.

"Tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a medidas
profildcticas como preventivas. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen
aquellos que ya padecen el trastorno asi como también aquello que necesitan una
prevencion del trastorno.

La palabra “etiqueta” cuando se emplea en esta invencion se refiere a un
compuesto o composicion detectable que se conjuga directa o indirectamente al
polipéptido. La etiqueta puede ser por si misma detectable (por ej., etiquetas de
radioisétopos o etiquetas fluorescentes) o, en el caso de una etiqueta enzimatica,
pueden catalizar la alteracién quimica de un compuesto o composicion de sustrato

el cual es detectable.

Il. ANTICUERPOS Y ANTAGONISTAS ANTI-VEGF

(i)  Antigeno de VEGF

El antigeno de VEGF que se va a utilizar para la produccion de
anticuerpos puede ser, por ej., la molécula de VEGF 65 asi como también otras
isoformas de VEGF o su fragmento que contiene el epitopo deseado. Otras formas
de VEGF utiles para generar anticuerpos anti-VEGF de la invencion seran
evidentes para los expertos en la técnica.

El VEGF humano fue obtenido seleccionando, en primer lugar, una

genoteca de ADNc preparada a partir de células humanas, utilizando ADNc de
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VEGF bovino como una sonda de hibridacion. Leung et al. (1989) Science,
246:1306. Un ADNc identificado de ese modo codifica una proteina de 165
aminoacidos que tiene mas del 95% de homologia con VEGF bovino; esta
proteina de 165 aminoacidos se denomina tipicamente VEGF humano (hVEGF) o
VEGF+5. La actividad mitdgena de VEGF humano se confirmé expresando el
ADNc de VEGF humano en células hueéspedes mamiferas. Los medios
acondicionados mediante células transfectadas con el ADNc de VEGF humano
promovieron la proliferacion de células endoteliales capilares, mientras que las
células de control no lo hicieron. Leung et al. (1989) Science, supra.

Si bien se pudo aislar y purificar un factor de crecimiento de células
endoteliales vasculares a partir de fuentes naturales para el uso terapéutico
subsiguiente, las concentraciones relativamente bajas de la proteina en células
foliculares y el alto costo, tanto en términos de esfuerzo como econdémicos, de la
recuperacién de VEGF demostraron ser comerciaimente desfavorables. Por lo
tanto, se han realizaron esfuerzos adicionales para clonar y expresar VEGF por
medio de técnicas de ADN recombinante. (Ver, por ej., Ferrara, Laboratory
Investigation 72:615-618 (1995), y las referencias citadas alli).

VEGF es expresado en una variedad de tejidos como multiples formas
homodiméricas (121, 145, 165, 189, y 206 aminoacidos por monémero) dando
como resultado el corte y empalme de ARN alternativo. VEGF ;1 es un mitégeno
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 a heparina
de VEGF pueden ser disociadas en el término carboxi mediante plasmina para
liberar una forma o formas capaces de difusién de VEGF. El secuenciamiento de
aminoacidos del péptido de terminal carboxi identificado después de disociacion
con plasmina es Argiio-Alaq11. La proteina “nacleo” de terminal amino, VEGF (1-
110) aislado como un homodimero, une anticuerpos monoclonales neutralizantes
(tales como los anticuerpos denominados 4.6.1 y 3.2E3.1.1) y las formas solubles
de receptores de VEGF con afinidad similar en comparacién con el homodimero
intacto de VEGF ¢5.

Las diversas moléculas estructuralmente relacionadas con VEGF también
han sido identificadas recientemente, incluyendo el factor de crecimiento de
placenta (PIGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E. Ferrara y 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). Una tirosina quinasa
receptora, Flt-4 (VEGFR-3), ha sido identificada como el receptor para VEGF-C y

A2
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VEGF-D. Joukov et 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. VEGF-C ha demostrado estar involucrado en la regulacién de la
angiogenesis linfatica. Jeltsch et al. Science 276:1423-1425(1997).

(i)  Anticuerpos Anti-VEGF

Los anticuerpos Anti-VEGF que son utiles en los métodos de la invencion
incluyen cualquier anticuerpo, o su fragmento de unién al 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 generalmente no se unira a otros
homélogos 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 invencién, los anticuerpos anti-VEGF
incluyen, aunque sin limitarse a, un anticuerpo monoclonal que se une al mismo
epitopo que el anticuerpo anti-VEGF monoclonal A4.6.1 producido por el
hibridoma ATCC HB 10709; un anticuerpo monoclonal anti-VEGF humanizado
recombinante generado de acuerdo con Presta et al. (1997) Cancer Res. 57:4593-
4599, En una realizacién, el anticuerpo anti-VEGF es “Bevacizumab (BV)",
también conocido como “rhuMAb VEGF” o “AVASTIN®”. EI mismo comprende
regiones estructurales de IgG1 humana mutadas y regiones determinantes de
complementariedad de unién al antigeno del anticuerpo monoclonal anti-hVEGF
murino A.4.6.1 que bloquea la unién de VEGF humano a sus receptores.
Aproximadamente 93% de la secuencia de aminoacidos de bevacizumab,
incluyendo la mayoria de las regiones estructurales, es derivada de IgG1 humana,
y aproximadamente 7% de la secuencia es derivada del anticuerpo murino A4.6.1.

Bevacizumab y otros anticuerpos humanizados anti-VEGF son descritos
adicionalmente en la Pat. Estadounidense No. 6.884.879 concedida el 26 de Feb.,
2005. Los anticuerpos adicionales incluyen los anticuerpos de serie G6 o B20 (por
ej., G6-31, B20-4.1), segun lo descrito en la Publicacion PCT No.
WO02005/012359, Publicacion PCT No. WO02005/044853, y Publicacion de
Solicitud de Patente Estadounidense US2009-0142343, el contenido de estas
solicitudes de patentes se incorpora expresamente en esta invencion a modo de
referencia. Para anticuerpos adicionales véase las Pat. Estadounidenses Nos.
7.060.269, 6.582.959, 6.703.020; 6.054.297; WOQ98/45332; WO 96/30046;
WQ094/10202; EP 0666868B1; Publicaciones de Solicitudes de Patentes
Estadounidenses Nos. 2006009360, 20050186208, 20030206899, 20030190317,
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20030203409, y 20050112126; y Popkov et al., Journal of Immunological Methods
288:149-164 (2004). Otros anticuerpos incluyen aquellos que se unen a un epitopo
funcional en VEGF humano que comprenden los residuos F17, M18, D19, Y21,
Y25, Q89, 191, K101, E103, y C104 o, alternativamente, que comprenden los
residuos F17, Y21, Q22, Y25, D63, 183y Q89.

En una realizacién de la invencion, el anticuerpo anti-VEGF tiene una
region variable de cadena pesada que comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos: '

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVRQA PGKGLEWVGW
INTYTGEPTY AADFKRRFTF SLDTSKSTAY LQMNSLRAED TAVYYCAKYP
HYYGSSHWYF DVWGQGTLVT VSS (SEC ID No. 1)

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

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKVLIYF
TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ
GTKVEIKR (SEC ID No. 2).

Un “anticuerpo de serie G6” de acuerdo con esta invencion, es un
anticuerpo anti-VEGF que es derivado 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 Publicacion PCT No. W02005/012359, cuya descripcién en su
totalidad es expresamente incorporada a la presente a modo de referencia. Véase
también la Publicacion PCT No. W02005/044853, cuya descripcion entera es
expresamente incorporada a la presente a modo de referencia. En una realizacion,
el anticuerpo de serie G6 se une a un epitopo funcional en VEGF humano que
comprende los residuos F17, Y21, Q22, Y25, D63, 183 y Q89.

Un “anticuerpo de serie B20” de acuerdo con esta invencion es un
anticuerpo anti-VEGF que es derivado 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 No. WO02005/012359, cuya descripcion en su totalidad se
incorpora expresamente a esta invencion como referencia. Ver también la
Publicacion PCT No. W0O2005/044853, y la Publicacién de Solicitud de Patente
Estadounidense US2009-0142343, el contenido de estas solicitudes de patehtes
se incorpora en forma expresa a la presente a modo de referencia. En una
realizacion, el anticuerpo de serie B20 se une a un epitopo funcional en VEGF
humano que comprende los residuos ‘F17, M18, D19, Y21, Y25, Q89, 191, K101,
E103, y C104.
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Un “epitopo funcional” de acuerdo con esta invencion se refiere a residuos
de aminoacidos de un antigeno que contribuyen energéticamente con la unién de
un anticuerpo. La mutacion de cualquiera de los residuos que contribuyen
energéticamente del antigeno (por ejemplo, la mutacién de VEGF del tipo salvaje
por alanina o mutacion homéloga) interrumpira la unién del anticuerpo de modo
que la relacion de afinidad relativa (IC50mutante VEGF/IC50 VEGF tipo salvaje)
del anticuerpo sera superior a 5 (véase el Ejemplo 2 de WO2005/012359). En una
realizacion, la relacién de afinidad relativa se determina mediante un ELISA de
exhibicion de fagos de union de solucién. Brevemente, se recubren inmunoplacas
Maxisorp de 96 receptaculos (NUNC) durante toda la noche a 4°C con una forma
de Fab del anticuerpo que se va a analizar a una concentracién de 2 ug/ml en
PBS, y se bloquea con PBS, 0,5% BSA, y 0,05% Tween 20 (PBT) durante 2h a
temperatura ambiente. En primer lugar, se incuban diluciones seriadas de
mutantes puntuales de alanina de hVEGF con exhibicion de fagos (forma de
residuos 8-109) o hVEGF del tipo salvaje (8-109) en PBT sobre las placas
revestidas con Fab durante 15 min. a temperatura ambiente, y las placas se lavan
con PBS, 0,05% Tween20 (PBST). El fago unido se detecta con un conjugado de
peroxidasa de rabano picante de anticuerpo monoclonal anti-M13 (Amersham
Pharmacia) diluido 1:5000 en PBT, desarrollado con sustrato 3,3', 5,5'-
tetrametilbencidina (TMB, Kirkegaard & Perry Labs, Gaithersburg, MD) durante
aproximadamente 5 min., templado con H3PO4 10 M, y se lee
espectrofotométricamente a 450 nm. La relacién de valores IC50 (IC50, ala/IC50,
tipo salvaje) representa la cantidad de veces de reduccién en afinidad de union (la
afinidad de union relativa).

(iif) moléculas receptoras de VEGF

Se han identificado dos receptores de VEGF, Flt-1 (también llamado
VEGFR-1) y KDR (también llamado VEGFR-2). Shibuya et al. (1990) Oncogene
8:519-527; de Vries et al. (1992) Science 255:989-991; Terman et al. (1992)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 187:1579-1586. La especificidad de cada
receptor para cada miembro de la familia de VEGF varia pero VEGF-A se une a
Flt-1 y a KDR. Se ha demostrado que neuropilina-1 es un receptor de VEGF
selectivo, capaz de unirse a las isoformas de VEGF de unién a heparina (Soker et
al. (1998) Cell 92:735-45). Tanto Flt-l como KDR pertenecen a la familia de tirosina
quinasas receptoras (RTKs). Las RTKs comprenden una gran familia de
receptores de transmembrana con diversas actividades bioldgicas. En la

actualidad, han sido identificadas por lo menos diecinueve (19) subfamilias de
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RTK diferentes. La familia de tirosina quinasas receptoras (RTK) incluye
receptores que son fundamentales para el crecimiento y la diferenciacion de una
variedad de tipos celulares (Yarden y Ullrich (1988) Ann. Rev. Biochem. 57:433-
478; Ullrich y Schlessinger (1990) Cell 61:243-254). La funcion intrinseca de RTKs
es activada luego de la unién al ligando, lo cual da como resultado la fosforilacién
del receptor y multiples sustratos celulares, y posteriormente en una variedad de
respuestas celulares (Ullrich & Schlessinger (1990) Cell 61:203-212). Por lo tanto,
la transduccién de sefales mediada por tirosina quinasas receptoras es iniciada
por la interaccion extracelular con un factor de crecimiento especifico (ligando),
tipicamente seguido por dimerizacién del receptor, estimulacidn de la actividad de
tirosina quinasa proteica y transfosforilacion de receptor. Los sitios de unién son
creados, de ese modo, para moléculas de transduccién de sefales intracelulares y
conducen a la formacidbn de complejos con un espectro de moléculas de
sefializacion citoplasmicas que facilitan la apropiada respuesta celular. (por €j.,
divisién celular, diferenciacion, efectos metabdlicos, cambios en el microambiente
extracelular) véase, Schlessinger y Ullich (1992) Neuron 9:1-20.
Estructuralmente, tanto Flt-1 como KDR tienen siete dominios del tipo
inmunoglobulina en el dominio extracelular, una region de transmembrana Unica, y
una secuencia de tirosina quinasa consenso la cual es interrumpida por un
dominio de insercién en quinasa. Matthews et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:9026-9030; Terman et al. (1991) Oncogene 6:1677-1683.

Las moléculas receptoras de VEGF, o sus fragmentos, que se unen
especificamente a VEGF pueden ser empleadas en los métodos de |a invencion
para unirse a y secuestrar la proteina VEGF, evitando de ese mono su
sefializacion. En ciertas realizaciones, la molécula receptora de VEGF, o su
fragmento de unién a VEGF, es una forma soluble, tal como sFit-1. Una forma
soluble del receptor ejerce un efecto inhibidor sobre la actividad biolégica de la
proteina de VEGF mediante la unién a VEGF, evitando de ese modo que se una a
sus receptores naturales presentes en la superficie de células objetivo. También
se incluyen proteinas de fusion al receptor de VEGF, ejemplos de las cuales son
descritos mas adelante.

Una proteina de receptor de VEGF quimérica es una molécula receptora
que tiene secuencias de aminoacidos derivadas de por lo menos dos proteinas
diferentes, por lo menos una de las cuales es una proteina receptora de VEGF
(por €j., el receptor flt-1 o KDR), que es capaz de unirse a, e inhibir, la actividad
biolégica de VEGF. En ciertas realizaciones, las proteinas receptoras de VEGF
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quiméricas de la invencion consisten en secuencias de aminoacidos derivadas de
solo dos moléculas receptoras de VEGF diferentes; sin embargo, las secuencias
de aminoacidos que comprenden uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, o todos los
siete dominios del tipo Ig de la region extracelular de unién al ligando del receptor
flt-1 y/o KDR pueden estar ligadas a secuencias de aminoacidos de oftras
proteinas no relacionadas, por ejemplo, secuencias de inmunoglobulina. Otras
secuencias de aminoacidos a las cuales los dominios del tipo Ig se combinan
seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica. Los ejemplos de
proteinas de receptores de VEGF quiméricas incluyen, por €j., Flt-1/Fc soluble,

KDR/Fc, o FLt-1/KDR/Fc (también conocido como Trampa VEGF). (Véase por |

ejemplo la Publicacién de Solicitud de PCT No. W097/44453).
| Una proteina de receptor de VEGF soluble o proteinas receptoras de
VEGF quiméricas de la invencién incluye proteinas receptoras de VEGF las cuales
no se fijan a la superficie de células por medio de un dominio de transmembrana.
Como tales, las formas solubles del receptor de VEGF, incluyendo las proteinas
receptoras quimericas, si bien son capaces de unién a, e inactivar VEGF, no
comprenden un dominio de transmembrana y por ende, en general, no se asocian

con la membrana celular de células en las cuales la molécula se expresa.

lll. USOS TERAPEUTICOS DE ANTICUERPOS ANTI-VEGF

La invencién abarca la terapia antiangiogénica, una estrategia de
tratamiento del cancer novedosa que apunta a inhibir el desarrollo de vasos
sanguineos tumorales requeridos para proporcionar nutrientes para soportar el
crecimiento tumoral. Debido a que la angiogénesis esta involucrada tanto en el
crecimiento tumoral primario como en la metastasis, el tratamiento antiangiogénico
proporcionado por la invenciéon es capaz de inhibir el crecimiento neoplasico de
tumor en el sitio primario asi como también de evitar la metastasis de tumores en
los sitios secundarios, por lo tanto, permitiendo el ataque de los tumores por otros
agentes terapéuticos.

Especificamente, la invenciéon proporciona un método para tratar a un
paciente diagnosticado con cancer de mama metastasico previamente tratado,
que comprende someter al paciente a un régimen de tratamiento que combina una
quimioterapia con la administracion de una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-
VEGF.

4
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Terapias Combinadas »

La invencion describe el uso de una combinacion de por lo menos un
antagonista especifico de VEGF con una o mas terapias anticancerigenas
adicionales. Los ejemplos de terapias anticancerigenas incluyen, sin limitacion,
cirugia, terapia de radiacion (radioterapia), bioterapia, inmunoterapia,
quimioterapia o una combinaciéon de estas terapias. Por afadidura, pueden
emplearse agentes citotoxicos, agentes antiangiogénicos y antiproliferativos en
combinacién con el antagonista especifico de VEGF.

En ciertos aspectos, la invencién provee un método para tratar cancer de
mama previamente tratado, administrando cantidades eficaces de un anticuerpo
anti-VEGF y uno o mas agentes quimioterapéuticos a un paciente susceptible a, o
diagnosticado con, cancer metastasico previamente tratado. Puede emplearse una
variedad de agentes quimioterapéuticos en los métodos de tratamiento combinado
de la invencién. Una lista ejemplar y no .Iimitativa de agentes quimioterapéuticos
contemplados se proporciona en esta invencion bajo el encabezado “Definicion”, o
descrito en esta invencion.

En un ejemplo, la invencion describe el uso de un antagonista especifico
de VEGF con uno o mas agentes quimioterapéuticos (por ej., un coctel) o
cualquier combinacién de los mismos. La administracién combinada incluye la
administracion simultanea, utilizando formulaciones separadas o una formulacion
farmacéutica Unica, y la administracion consecutiva en cualquier orden, donde
preferentemente hay un periodo de tiempo mientras que ambos (o la totalidad de)
agentes activos ejercen en forma simultdnea sus actividades bioldgicas. La
preparacion y programas de dosificacion para dichos agentes quimioterapéuticos
pueden emplearse de acuerdo con las indicaciones de los fabricantes o segun lo
determinado empiricamente por el experto en la técnica. La preparaciéon y
programas de dosificaciéon para la quimioterapia son también descritos en
Chemotherapy Service Ed., M. C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md. (1992).
El agente quimioterapéutico puede preceder, o puede ser administrado luego de la
administracion del antagonista especifico de VEGF o puede ser administrado
simultaneamente con el mismo.

En algunos otros aspectos, otros agentes terapéuticos utiles para terapia
combinada contra tumores con el anticuerpo de la invencién incluyen antagonista
de otros factores que estan involucrados en el crecimiento tumoral, tales como
aunque sin limitarse a EGFR, ErbB2 (también conocido como Her2) ErbB3, ErbB4,
o TNF. Algunas veces, puede ser beneficioso también administrar una o mas
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citoquinas al paciente. En una realizacién, el anticuerpo de VEGF es administrado
en forma conjunta con un agente inhibidor del crecimiento. Por ejemplo, el agente
inhibidor del crecimiento puede ser administrado en primer lugar, seguido por el
anticuerpo de VEGF. Sin embargo, la administracién simultanea o administracion
del anticuerpo de VEGF en primer lugar es también contemplada. Las dosis
adecuadas para el agente inhibidor del crecimiento son aquellas actualmente
empleadas y pueden ser reducidas debido al efecto combinado (sinergia) del
agente inhibidor del crecimiento y del anticuerpo anti-VEGF.

La formulacién de esta invencién también puede contener mas de un
compuesto activo segun lo necesario para la indicacion en particular que se esta
tratando, preferentemente aquellos con. actividades complementarias que no son
afectados adversamente entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proporcionar
ademas anticuerpos los cuales se unen a EGFR, VEGF (por ej. un anticuerpo el
cual se une a un epitopo diferente en VEGF), VEGFR, o ErbB2 (por ej.,
Herceptin®) en la una formulaciéon. Alternativamente, o adicionalmente, la
composicion puede comprender un agente citotdxico, citoquina, agente inhibidor
del crecimiento y/o antagonista de VEGFR de molécula pequefia. Dichas
moléculas estan adecuadamente presentes en combinaciéon en cantidades que
son eficaces para el propésito pretendido.

En ciertos aspectos, otros agentes terapéuticos Utiles para terapia
combinada para el cancer con el anticuerpo de la invencién incluyen otros agentes
antiangiogénicos. Se han identificado muchos agentes antiangiogénicos y son
conocidos en la técnica, incluyendo aquellos enlistados por Carmeliet y Jain
(2000). En una realizacion, el anticuerpo anti-VEGF de la invencién se emplea en
combinacién con otro antagonista de VEGF o un antagonista del receptor de
VEGF tales como variantes de VEGF, fragmentos de receptor de VEGF solubles,
aptameros capaces de bloquear VEGF o VEGFR, anticuerpos anti-VEGFR
neutralizantes, inhibidores de peso molecular bajo de tirosina quinasas de VEGFR
y cualquiera de las combinaciones de los mismos. Alternativamente, o por
afadidura, pueden administrarse en forma conjunta dos o mas anticuerpos anti-
VEGF al paciente.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada de
antagonista especifico de VEGF dependera del tipo de enfermedad que se va a
tratar, segin lo definido anteriormente, la severidad y transcurso de la
enfermedad, si el antagonista especifico de VEGF es administrado para propésitos
preventivos o terapéuticos, terapia previa, la historia clinica del paciente y la

41



41

respuesta al antagonista especifico de VEGF, y la discreciéon del médico
interviniente. El antagonista especifico de VEGF es adecuadamente administrado
al paciente en una vez o durante una serie de tratamientos. En un régimen de
terapia combinada, el antagonista especifico de VEGF y el uno o mas agentes
terapéuticos anticancerigenos de la invenciéon se administran en una cantidad
terapéuticamente eficaz o sinérgica. Como se emplea en esta invencién, una
cantidad terapéuticamente eficaz es aquella que la administracién conjunta de un
antagonista especifico de VEGF y uno o mas otros agentes terapéuticos, o la
administracion de una composicion de la invencion, da como resultado la
reduccion o inhibicién del cancer segun lo descrito anteriormente. Una cantidad
terapéuticamente sinérgica es aquella cantidad de un antagonista especifico de
VEGF y uno o més otros agentes terapéuticos necesarios para reducir o eliminar
sinérgica o significativamente afecciones o sintomas asociados con una
enfermedad en particular.

El antagonista especifico de VEGF y uno o mas otros agentes
terapéuticos pueden ser administrados en forma simultanea o consecutiva en una
cantidad y durante un tiempo suficiente para reducir o eliminar la aparicion o
recurrencia de un tumor, un tumor latente o una micrometastasis. El antagonista
especifico de VEGF y el uno o mas agentes terapéuticos diferentes pueden ser
administrados como terapia de mantenimiento para evitar o reducir la probabilidad
de recurrencia del tumor.

Como sera entendido por aquellos expertos en la técnica, las dosis
apropiadas de agentes quimioterapéuticos u otros agentes anticancerigenos seran
en general alrededor de aquella ya empleadas en terapias clinicas, por ej., donde
los agentes quimioterapéuticos son administrados por si solos o0 en combinacion
con otros agentes quimioterapéuticos. La variacién de la dosis se producird,
probablemente, dependiendo de la afeccion que se esta tratando. EI médico que
administra el tratamiento serd capaz de determinar la dosis apropiada para el
sujeto individual.

Ademas de los regimenes terapéuticos antes mencionados, el paciente
puede ser sometido a terapia de radiacion.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo de VEGF administrado es un
anticuerpo intacto, desnudo. Sin embargo, el anticuerpo de VEGF puede ser
conjugado con un agente citotdéxico. En ciertas realizaciones, el anticuerpo
conjugado y/o antigeno al cual estd unido es/son internalizado(s) por la célula,

dando como resultado una mayor eficacia terapéutica del conjugado en la
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matanza de la célula cancerigena a la cual se une. En una realizacién, el agente
citotoxico apunta a, o interfiere con, acido nucleico en la célula cancerigena. Los
ejemplos de dichos agentes citotdxicos incluyen maytansinoides, caliceamicinas,
ribonucleasas y endonucleasas de ADN.

La invencion describe ademas un método para instruir a un sujeto humano
con cancer de mama previamente tratado proporcionando instrucciones para
recibir tratamiento con un anticuerpo anti-VEGF de modo de aumentar el tiempo
para la supervivencia libre de progreso, para disminuir el riesgo del sujeto de
recurrencia del cancer o aumentar la probabilidad de supervivencia del sujeto. En
algunas realizaciones, el método comprende ademas proporcionar instrucciones
para recibir tratamiento con por lo menos un agente quimioterapéutico. El
tratamien.to con el anticuerpo anti-VEGF puede ser concurrente con, o consecutivo
a, el tratamiento con el agente quimioterapéutico. En ciertas realizaciones, el
sujeto es tratado segun lo instruido por el método de instruccién. El tratamiento del
cancer de mama mediante la administracién de un anticuerpo anti-VEGF con o sin
quimioterapia puede ser continuado hasta la recurrencia del cancer o la muerte.

La invencion proporciona adicionalmente un método promocional, que
comprende promover la administracién de un anticuerpo anti-VEGF para el
tratamiento del cancer de mama previamente tratado en un sujeto humano. En
algunas realizaciones, el método comprende ademas promover la administracion
de por lo menos un agente quimioterapéutico. La administracion del anticuerpo
anti-VEGF puede ser concurrente con la administracion del agente
quimioterapéutico o puede ser consecutiva a dicha administracién. La promocion
puede ser llevada a cabo por cualquier medio disponible. En algunas
realizaciones, la promocién es por medio de un inserto del paquete que acomparfia
a una formulacién comercial del anticuerpo anti-VEGF. La promocion también
puede ser mediante un inserto en el paquete que acompana a una formulacién
comercial del agente quimioterapéutico. La promocion puede ser por
comunicacion escrita u oral a un médico o proveedor de atencién médica. En
algunas realizaciones, la promocién es mediante un inserto en el paquete donde el
inserto en el paquete proporciona instrucciones para recibir terapia de cancer de
mama con anticuerpo anti-VEGF. En un realizacion adicional, el inserto del
paquete incluye algunos o todos los resultados bajo el Ejemplo 1. En algunas
realizaciones, la promocién es seguida por el tratamiento del sujeto con el

anticuerpo anti-VEGF con o sin el agente quimioterapéutico.
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La invencion proporciona un método comercial, que comprende
comercializar un anticuerpo anti-VEGF para el tratamiento del cancer de mama
previamente tratado en un'sujeto humano de modo de aumentar el tiempo del
sujeto para la supervivencia libre de progreso, para disminuir la probabilidad del
sujeto de recurrencia del cancer o aumentar la probabilidad del sujeto de
supervivencia. En algunas realizaciones, el método comprende ademas
comercializar un agente quimioterapéutico para utilizar en combinacién con el
anticuerpo anti-VEGF. En algunas realizaciones, la comercializacién es seguida
por tratamiento del sujeto con el anticuerpo anti-VEGF con o sin el agente
quimioterapéutico.

También se proporciona un método comercial, que comprende
comercializar un agente quimioterapéutico en combinacion con un anticuerpo anti-
VEGF para el tratamiento del cancer de mama previamente tratado en un sujeto
humano de modo de aumentar el tiempo del sujeto de supervivencia libre de
progreso, para disminuir la probabilidad del sujeto de recurrencia del cancer o
aumentar la probabilidad del sujeto de supervivencia. En algunas realizaciones, la
comercializacion es seguida por el tratamiento del sujeto con la combinacion del
agente quimioterapéutico y el anticuerpo anti-VEGF.

IV DOSIFICACIONES Y DURACION

La composicion del antagonista especifico de VEGF sera formulada,
dosificada y administrada en forma consistente con la buena practica médica. Los
factores para tener en cuenta en este contexto incluyen el trastorno en particular
que se esta tratando, el sujeto en particular que se esta tratando, la condicion
clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion del
agente, el método de administracion, la planificacion de la administracion, y otros
factores conocidos por los profesionales médicos. La “cantidad terapéuticamente
eficaz” del antagonista especifico de VEGF que se va a administrar sera dictada
por dichas consideraciones, y es la cantidad minima necesaria para evitar, mejorar
o tratar, o estabilizar el cancer; para aumentar el tiempo hasta el progreso
(duracion de la supervivencia libre de progreso) o para tratar o prevenir la
aparicion o recurrencia de un tumor, un tumor latente, o una micrometastasis de
cancer previamente tratado. El antagonista especifico de VEGF no
necesariamente debe ser, pero es opcionalmente, formulado con uno o mas
agentes actualmente empleados para evitar o tratar el cancer o un riesgo de
desarrollar un cancer. La cantidad eficaz de ese tipo de otros agentes depende de
la cantidad de antagonista especifico de VEGF presente en la formulacion, el tipo
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de trastorno o tratamiento, y otros factores descritos anteriormente. Estos son
generalmente empleados en las mismas dosis y con rutas de administracion
segln se emplean con anterioridad a la presente o aproximadamente entre 1y
99% de las dosis empleadas hasta la fecha.

Dependiendo del tipo y severidad de la enfermedad, aproximadamente 1
ug/kg a 100 mg/kg (por ej., 0,1-20 mg/kg) de antagonista especifico de VEGF es
una dosificaciéon candidata inicial para la administraciéon al paciente, ya sea, por
ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, o por infusién continua.
Una dosificacion diaria tipica podria oscilar entre aproximadamente 1 ug/kg y
aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Las dosificaciones particularmente deseables incluyen, por
ejemplo, 5 mg/kg, 7,5 mg/kg, 10 mg/kg, y 15 mg/kg. Para administraciones
repetidas durante varios dias o un tiempo mas largo, dependiendo de la afeccién,
el tratamiento es sostenido hasta que el cancer es tratado, seglin lo medido
mediante los métodos descritos con anterioridad o conocidos en la técnica. Sin
embargo, otros regimenes de dosificacién pueden ser Utiles. En un ejemplo, si el
antagonista especifico de VEGF es un anticuerpo, el anticuerpo de la invencién es
administrado una vez por semana, cada dos semanas, o cada tres semanas, en
un rango de dosis entre aproximadamente 5 mg/kg y aproximadamente 15 mg/kg,
incluyendo aunque sin limitarse a 5 mg/kg, 7,5 mg/kg, 10 mg/kg o 15 mg/kg. El
progreso de la terapia de la invencién es facilmente monitoreado mediante
técnicas y ensayos convencionales. En otras realizaciones, dicho régimen de
dosificacion es empleado en combinacién con un régimen de quimioterapia como
la terapia de segunda linea para tratar el cancer de mama metastasico
previamente tratado. Mas informacién acerca de dosificaciones adecuadas es
proporcionada en el Ejemplo que aparece a continuacion.

La duracién de la terapia continuara durante el tiempo que sea indicado
medicamente o hasta que se logra un efecto terapéutico deseado (por €j., aquellos
descritos en esta invencién).

Los antagonistas especificos de VEGF de la invencién son administrados
a un sujeto, por ej., un paciente humano, de acuerdo con métodos conocidos,
tales como administracion intravenosa como un bolo o por infusidon continua
durante un periodo de tiempo, por rutas intramuscular, intraperitoneal,
intracerebroespinal, subcutanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral, topica,
o0 por inhalacion. La administracion local es particularmente deseada, si los

extensos efectos colaterales o toxicidad estan asociados con el antagonismo de
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VEGF. También puede emplearse una estrategia ex vivo para aplicaciones
terapéuticas. Las estrategias ex vivo involucran transfectar o transducir células
obtenidas del sujeto con un polinucleétido que codifica un antagonista de VEGF.
Luego, las células transfectadas o transducidas son retornadas al sujeto. Las
células pueden ser cualquiera de un amplio rango de tipos incluyendo, sin
limitacion, células hematopoyéticas (por €j., células de médula ésea, macréfagos,
monocitos, células dendriticas, células T o células B), fibroblastos, células
epiteliales, células endoteliales, queratinocitos, o células musculares.

Por ejemplo, si el antagonista especifico de VEGF es un anticuerpo, el
anticuerpo es administrado por cualquier medio adecuado, incluyendo la
administracion parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, e intranasal,
Yy, si se desea para tratamiento inmunosupresivo local, por via intralesional. Las
infusiones parenterales incluyen la administracién intramuscular, intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal, o subcutdnea. Por afadidura, el anticuerpo es
adecuadamente administrado por infusién de pulsos, particularmente con
dosificaciones en disminucién del anticuerpo. Preferentemente, la dosificacion es
administrada por inyecciones, con maxima preferencia, inyecciones intravenosas o
subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es breve o crénica.

En otro ejemplo, el compuesto antagonista especifico de VEGF es
administrado por via local, por ej., mediante inyecciones directas, cuando el
trastorno o ubicacion del tumor lo permite, y las inyecciones pueden ser repetidas
en forma periédica. El antagonista especifico de VEGF también puede ser
administrado por via sistémica al sujeto o directamente a las células tumorales,
por €j., a un tumor o un lecho tumoral luego de la escision quirdrgica del tumor, a
fin de evitar o reducir la recurrencia local o la metastasis, por ejemplo de un tumor
latente o micrometastasis.

Alternativamente, una molécula de acido nucleico inhibidora o
polinucledtido que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica un
antagonista especifico de VEGF puede ser administrado a las células apropiadas
en el sujeto. En ciertas realizaciones, el acido nucleico puede ser dirigido al tumor
en si mismo.

El acido nucleico puede ser introducido en las células mediante cualquier
medio apropiado para el vector empleado. Muchos métodos de ese tipo son bien
conocidos en la técnica (Sambrook et al., supra, y Watson et al., Recombinant
DNA, Capitulo 12, 2da edicién, Scientific American Books, 1992). Los ejemplos de
métodos de administracion de genes incluyen métodos de transfeccion mediada
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por liposomas, electroporacion, fosfato de calcio /DEAE dextrano, pistola génica y

microinyeccion.

V. FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Las formulaciones terapéuticas de los anticuerpos empleados de acuerdo
con la invencién son preparadas para almacenamiento mezclando un anticuerpo
que tiene el grado deseado de pureza con portadores, excipientes o estabilizantes
farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences
16ta edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en la forma de formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizantes aceptables son
no toxicos para los receptores en las dosificaciones y concentraciones empleadas,
e incluyen buffers tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos;
antioxidantes incluyendo &cido ascorbico y metionina; conservantes (tales como
cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico;
alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos
de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albimina sérica, gelatina
o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio;
complejos metalicos (por ej. complejos de Zn-proteinas); y/o surfactantes no
ionicos tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). Los
ejemplos de formulaciones de anticuerpo anti-VEGF liofilizadas son descritas en
WO 97/04801, expresamente incorporadas a la presente como referencia.

Opcionalmente, la formulacidon contiene una sal farmacéuticamente
aceptable, tipicamente, por ej., cloruro sédico, y a menos a aproximadamente
concentraciones fisiolégicas. Opcionalmente, las formulaciones de la invencion
pueden contener un conservante farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, la concentracion del conservante oscila entre 0,1 y 2,0%,
tipicamente v/iv. Los conservantes adecuados incluyen aquellos conocidos en las
técnicas farmacéuticas. El alcohol bencilico, fenol, m-cresol, metilparabeno, y el

propilparabeno son ejemplos de conservantes. Opcionalmente, las formulaciones
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de la invencidén pueden incluir un surfactante farmacéuticamente aceptable en una
concentracion de 0,005 a 0,02%.

En una realizacién, bevacizumab es suministrado para usos terapéuticos
en frascos de un solo uso, libres de conservantes de 100 mg y 400 mg para
administrar 4 ml o 16 ml de bevacizumab (25 mg/ml). El producto de 100 mg es
formulado en 240 mg de o, a-trehalosa deshidratada, 23,2 mg de fosfato sédico
(monobasico, monohidrato), 4,8 mg de fosfato sédico (dibasico, anhidro), 1,6 mg
de polisorbato 20, y Agua para Inyecciéon, USP. El producto de 400 mg es
formulado en 960 mg de «, a-trehalosa deshidratada, 92,8 mg de fosfato sédico
(monobasico, monohidrato), 19,2 mg de fosfato sédico (dibasico, anhidro), 6,4 mg
de polisorbato 20, y Agua para Inyeccion, USP. Véase también la etiqueta de
bevacizumab. Bevacizumab esta actualmente disponible en el mercado en ciertos
paises.

La formulacién de esta invencion también puede contener mas de un
compuesto activo segun lo necesario para la indicacién en particular que se esta
tratando, preferentemente aquellas con actividades complementarias que no son
afectadas adversamente entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proporcionar
adicionalmente anticuerpos los cuales se unen a EGFR, VEGF (por €j., un
anticuerpo el cual se une a un epitopo diferente en VEGF), VEGFR, o ErbB2 (por
ej., Herceptin®) en una formulacion. Alternativamente, o adicionaimente, la
composicion puede comprender un agente citotoxico, citoquina, agente inhibidor
del crecimiento y/o antagonista de VEGFR (por €j., inhibidor de molécula pequeiia,
un polipéptido, etc.). Dichas moléculas estan presentes, adecuadamente, en
combinacion en cantidades que son eficaces para el propésito pretendido.

Los ingredientes activos también pueden estar atrapados en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervaciéon o
mediante  polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de
hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de poli-(metilmetacrilato),
respectivamente, en sistemas de administracion de farmaco coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nano-particulas
y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas son descritas en
Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

Pueden prepararse preparaciones de liberacién sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo,

matrices que estan en la forma de articulos conformados, por ej., peliculas o
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microcapsula. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen
poliesteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o
poli(vinilalcohol)), polilactidos (Pat. Estadounidense No. 3.773.919), copolimeros
de acido L-glutamico e y etil-L-glutamato, etileno — acetato de vinilo no degradable,
copolimeros de acido lactico — acido glicolico degradables tales como el LUPRON
DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico -
acido glicélico y acetato de leuprélido), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Si bien
polimeros tales como etileno — acetato de vinilo y acido lactico — acido glicélico
permiten la liberacién de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles
liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando los anticuerpos
encapsulados permanecen en el cuerpo durante un largo tiempo, los mismos
pueden desnaturalizarse o agregarse como resultado de la exposicion a la
humedad a 37°C, dando como resultado una pérdida de la actividad biolégica y
posibles cambios en la inmunogenicidad. Pueden idearse estrategias racionales
para la estabilizacion dependiendo del mecanismo involucrado. Por ejemplo, si el
mecanismo de agregacion se descubre que es la formacion de enlaces S-S
intermoleculares a través del intercambio de tio-disulfuros, puede lograrse la
estabilizacién modificando residuos de sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones
acidas, controlando el contenido de humedad, utilizando aditivos apropiados y
desarrollando composiciones de matriz poliméricas especificas.

Las formulaciones que se van a emplear para la administracién in vivo
pueden ser estériles. Esto se logra faciimente mediante filtracién a través de
membranas de filtracion estériles.

VI EFICACIA DEL TRATAMIENTO

La ventaja principal del tratamiento de la invenciéon es la capacidad de
producir efectos anticancerigenos marcados en un paciente humano sin causar
toxicidades o efectos adversos significativos, de modo que el paciente sea
beneficiado del tratamiento en general. La eficacia del tratamiento de la invencién
puede medirse mediante diversos puntos de referencia cominmente empleados
en la evaluaciéon de los tratamientos para el cancer, incluyendo aunque sin
limitarse a, regresion tumoral, encogimiento del tamario o peso del tumor, tiempo
al progreso, duracién de la supervivencia, supervivencia libre de progreso, tasa de
respuesta total, duracion de respuesta y calidad de vida. Debido a que los agentes
antiangiogénicos de la invencién apuntan a la vasculatura tumoral y no
necesariamente a las células neoplasicas en si mismas, los mismos representan

una clase uUnica de farmacos anticancerigenos, y por ende, pueden requerir
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medidas unicas y definiciones de respuestas clinicas a los farmacos. Por ejemplo,
el encogimiento del tumor de mas del 50% en un andlisis bidimensional es el
umbral de diagndstico estandar para declarar una respuesta. Sin embargo, el
anticuerpo anti-VEGF de la invencién puede causar la inhibicion del esparcimiento
metastasico sin encogimiento del tumor primario, o puede simplemente ejercer un
efecto tumorestatico. Por consiguiente, pueden emplearse opcionalmente métodos
novedosos para determinar la eficacia de una terapia anti-angiogénica, incluyendo
por ejemplo, la mediciéon de marcadores plasmaticos o urinarios de angiogénesis y
medicion de la respuesta a través de imagenes radioldgicas.

En ofra realizacién, la invencidon provee métodos para aumentar la
supervivencia libre de progreso de un paciente humano susceptible a un cancer
previamente tratado o diagnosticado con el mismo. El tiempo hasta el progreso de
la enfermedad se define como el tiempo desde la administracion del farmaco hasta
el progreso de la enfermedad o la muerte. En una realizacion, el tratamiento
combinado de la invencion empleando anticuerpo anti-VEGF y uno o mas agentes
quimioterapéuticos aumenta significativamente la supervivencia libre de progreso
en por lo menos aproximadamente 0,5 meses, 1 mes, 2 meses, 2,1 meses, 2,2
meses, 2,8 meses 0 mas. En una realizacion, el tratamiento combinado de la
invencién empleando anticuerpo anti-VEGF y uno o mas agentes
quimioterapéuticos aumenta significativamente la supervivencia libre de progreso
en aproximadamente 1 a aproximadamente 5 meses, cuando se compara con un
tratamiento con quimioterapia solamente. En una realizacion, la PFS promedio en
meses es de 7,2 en los pacientes tratados con bevacizumab y comparado con 5,1
meses en la terapia sin bevacizumab, con una HR de 0,775, valor p (rango log)
0,0072. En otra realizacién, la PFS en meses se encuentra en la Figura 3.

En aun otra realizacion, el tratamiento de la invencién aumenta
significativamente la tasa de respuesta en un grupo de pacientes humanos
susceptibles a un cancer previamente tratado o diagnosticado con el mismo,
quienes son tratados con diversos agentes terapéuticos. La tasa de respuesta es
definida como el porcentaje de pacientes tratados quienes respondieron al
tratamiento. En un aspecto, el tratamiento combinado de la invencién empleando
anticuerpo anti-VEGF y uno o mas agentes quimioterapéuticos aumenta
significativamente la tasa de respuesta en el grupo de pacientes tratados en
comparacion con el grupo tratado con quimioterapia solamente.

En un aspecto, la invencion provee métodos para aumentar la duracion de

la respuesta en un paciente humano o un grupo de pacientes humanos
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susceptibles a un cancer o diagnosticados con el mismo. La duraciéon de la
respuesta se define como el tiempo desde la respuesta inicial hasta el progreso de
la enfermedad.

En una realizacion, la invencion puede ser empleada para aumentar la
duracion de supervivencia de un paciente humano susceptible a un cancer o
diagnosticado con un cancer.

VIl Produccion de Anticuerpos

(i)  Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales son preferentemente cultivados en animales
mediante mdltiples inyecciones subcutaneas (sc) o intraperitoneales (ip) del
antigeno relevante y un adyuvante. Puede resultar de utilidad conjugar el antigeno
relevante a una proteina que es inmundégena en la especie que se va a inmunizar,
por €., hemocianina de lapa californiana, albimina sérica, tiroglobulina bovina, o
inhibidor de tripsina de soja empleando un agente bifuncional o de derivacion, por
ejemplo, éster de maleimidobenzoil-sulfosuccinimida (conjugaciéon a través de
residuos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (a través de residuos de lisina),
glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCl,, o R1N=C=NR, donde R y R' son
grupos alquilo diferentes.

Los animales son inmunizados contra el antigeno, conjugados
inmunoégenos, o derivados combinando, por ej., 100 ug o 5 ug de la proteina o
conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes de
adyuvante completo de Freund e inyectando la solucion intradérmicamente en
multiples sitios. Un mes después, los animales reciben refuerzos con 1/5 a 1/10 de
la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante completo de Freund
mediante inyeccion subcutanea en mudltiples sitios. De siete a 14 dias mas tarde,
los animales son sangrados y el suero es analizado para la determinacion del
titulo de anticuerpo. Los animales reciben refuerzo hasta la nivelacion del titulo.
Preferentemente, el animal recibe refuerzo del conjugado del mismo antigeno,
pero conjugado a una proteina diferente y/o a través de un reactivo de
entrecruzamiento diferente. Los conjugados también pueden ser preparados en
cultivo de células recombinantes como fusiones de proteinas. Asimismo, se
emplean apropiadamente agentes de agregaciéon tales como alumbre para

aumentar la respuesta inmunolégica.
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(i)  Anticuerpos monoclonales

Diversos métodos para preparar anticuerpos monoclonales de esta
invencion se encuentran disponibles en la técnica. Por ejemplo, pueden
prepararse anticuerpos monoclonales utilizando el método del hibridoma, en
primer lugar, descrito por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), o mediante
métodos de ADN recombinante (Patente Estadounidense No. 4.816.567).

En el método del hibridoma, un ratén u otro animal huésped apropiado, tal
como un hamster o mono macaco, es inmunizado segun lo descrito en esta
invencion con anterioridad, para producir linfocitos que producen o son capaces de
producir anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina empleada para la
inmunizacién. Alternativamente, los linfocitos pueden ser inmunizados in vitro.
Luego, los linfocitos son fusionados con células de mieloma utilizado un agente de
fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, paginas 59-103
(Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma preparadas de ese modo son sembradas y
cultivadas en un medio de cultivo adecuado que contiene, preferentemente, una o
mas sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células de
mieloma parentales, no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma
parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa
(HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas tipicamente incluira
hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), dichas sustancias previenen el
crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Las células de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan
eficazmente, soportan la produccién a un nivel elevado estable de anticuerpo por
las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y son sensibles a un medio
tal como medio HAT. Entre estas, ejemplos de lineas de células de mieloma son
lineas de mieloma murino, tales como aquellas derivadas de tumores de ratén
MOPC-21 y MPC-11 disponibles del Salk Institute Cell Distribution Center, San
Diego, California USA, y células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles de la
Recoleccion Americana de Cultivos Tipificados (“American Type Culture
Collection”), Rockville, Maryland USA. Las lineas de células de mieloma humano
y de heteromieloma de ratén- humano también han sido descritas para la
produccion de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001
(1984); Brodeur et al, Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, paginas 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).
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El medio de cultivo en el cual las células de hibridoma estan creciendo se
analiza para determinar la produccién de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra el antigeno. Preferentemente, la especificidad de unién de los anticuerpos
monoclonales producidos mediante células de hibridoma se determina mediante
inmunoprecipitacion o mediante un ensayo de union in vitro, tal como
radioinmunoensayo (RIA) o ensayo de inmunoabsorbancia vinculado con enzima
(ELISA).

Después de que las células de hibridoma son identificadas que producen
anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad deseadas, los clones pueden
ser subclonados limitando los procedimientos de dilucién y pueden ser cultivados
mediante métodos convencionales (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, paginas 59-103 (Academic Press, 1986)). Los medios de cultivo
adecuados para este propoésito incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-
1640. Por afiadidura, las células de hibridoma pueden ser cultivadas in vivo como
ascitis tumoral en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones son
adecuadamente separados del medio de cultivo, fluido de ascitis, o suero
mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulina convencionales tales
como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatita,
electroforesis en gel, dialisis, o cromatografia de afinidad.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales es facilmente aislado y
secuenciado utilizando procedimientos convencionales (por ej., empleando sondas
de oligonucleédtidos que son capaces de unirse especificamente a genes que
codifican las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales). Las
células de hibridoma sirven como una fuente de ese tipo de ADN. Una vez aislado,
el ADN puede ser colocado en vectores de expresion, los cuales son luego
transfectados en células huéspedes tales como células de E. coli, células COS de
simio, células de ovario de hamster chino (CHO, siglas correspondientes a
“Chinese hamster ovary”), o células de mieloma que no producen de otro modo
proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos
monoclonales en las células huéspedes recombinantes. La produccién
recombinante de anticuerpos sera descrita en forma mas detallada mas adelante.

En una realizacién adicional, pueden aislarse anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos de genotecas de fagos de anticuerpo generadas empleando las
tecnicas descritas en McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990). Clackson et
al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)
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describen el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente,
empleando genotecas de fagos. Las publicaciones subsiguientes describen la
produccién de anticuerpos humanos de elevada afinidad (rango de nM) mediante
barajado de cadenas (Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992)), asi como
también infeccién combinatoria y recombinacién in vivo como una estrategia para
construir genotecas de fagos muy grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res.,
21:2265-2266 (1993)). Por lo tanto, estas técnicas son alternativas viables a las
técnicas de hibridoma de anticuerpos monoclonales tradicionales para el
aislamiento de anticuerpos monoclonales.

El ADN también puede ser modificado, por ejemplo, por sustitucion de la
secuencia codificante por dominios constantes de cadena pesada y ligera
humanos en lugar de las secuencias murinas homélogas (Patente Estadounidense
No. 4.816.567; Morrison, et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)), o
uniendo covalentemente a la secuencia codificante de inmunoglobulina la totalidad
o parte de la secuencia codificante para un polipéptido no inmunoglobulina.

Tipicamente, dichos polipéptidos no inmunoglobulina son sustituidos por
los dominios constantes de un anticuerpo, o son sustituidos por los dominios
variables de un sitio de combinacién del antigeno de un anticuerpo para crear un
anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio de combinacién con el
antigeno que tiene especificidad para un antigeno y otro sitio de combinacion con
el antigeno que tiene especificidad para un antigeno diferente.

(iii)  Anticuerpos humanizados y humanos

Un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacidos
introducidos en el mismo de una fuente la cual es no humana. Estos residuos de
aminoacidos no humanos son a menudo denominados residuos de “importacion”,
los cuales son tipicamente tomados de un dominio variable de “importado”. La
humanizacién puede llevarse a cabo, esencialmente, siguiendo el método de
Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et
al.,, Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536
(1988)), sustituyendo CDRs de roedor o secuencias de CDR para las secuencias
correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos
‘humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente Estadounidense No.
4.816.567) donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto
ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana.

En la practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos
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en los cuales algunos residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR
son sustituidos por residuos a partir de sitios analogos en anticuerpos de roedor.
La eleccién de dominios variables humanos, tanto pesados como livianos,
a ser empleados en la preparacion de los anticuerpos humanizados es muy
importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el método llamado “de
mejor ajuste” ("best-fit"), la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de
roedor se selecciona contra la genoteca entera de secuencias de dominio variable
humanas conocidas. La secuencia humana la cual es mas cercana a la del roedor
es luego aceptada como la estructura humana (FR, siglas en inglés de
“framework”)) 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
estructura en particular derivada de la secuencia de consenso de todos los
anticuerpos humanos de un subgrupo en particular de cadenas ligeras o pesadas.
La estructura misma puede ser empleada para diversos anticuerpos humanizados
diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al.,
J. Immnol., 151:2623 (1993)).
| Adicionalmente, es importante que los anticuerpos sean humanizados con
retencion de elevada afinidad para el antigeno y otras propiedades biolégicas
favorables. Para lograr este objetivo, de acuerdo con una realizacion, los
anticuerpos humanizados son preparados mediante un proceso de analisis de las
secuencias parentales y diversos productos humanizados conceptuales
empleando modelos tridimensionales de las secuencias parentales vy
humanizadas. Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales estan
comunmente disponibles y son conocidos por los expertos en la técnica. Se
encuentran disponibles programas de computacion los cuales ilustran y exhiben
estructuras conformacionales tridimensionales de secuencias de inmunoglobulina
candidatas seleccionadas. La inspecciéon de estas exhibiciones permite el analisis
del rol probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de residuos que influyen sobre la
capacidad de la inmunoglobulina candidata de unir su antigeno. De este modo,
pueden seleccionarse y combinarse residuos de FR a partir de las secuencias de
receptor e importadas de modo que se logre la caracteristica deseada de los
anticuerpos, tal como mayor afinidad para el o los antigenos objetivo. En general,
los residuos de CDR estan directamente y mas sustancialmente involucrados en

influir sobre la unién al antigeno.
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Los anticuerpos anti-VEGF humanizados y sus variantes maduradas por
afinidad son descritos en, por ejemplo, la Pat. Estadounidense No. 6.884.879
concedida el 26 de febrero, 2005.

Actualmente es posible producir animales transgénicos (por ej., ratones)
que son capaces, luego de la inmunizacién, de producir un repertorio completo de
anticuerpos humanos en ausencia de producciéon de inmunoglobulina endégena.
Por ejemplo, se ha descrito que la supresion homocigoética del gen de la regiéon de
unién de cadena pesada del anticuerpo (Ju) en ratones mutantes quiméricos y de
linea germinal da como resultado una completa inhibicién de la produccion de
anticuerpos enddgena. La transferencia del arreglo de genes de inmunoglobulina
de linea general humano en dichos ratones mutantes de linea germinal dara como
resultado la produccion de anticuerpos humanos luego del desafio con antigeno.
Véase, por ef., 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 tecnologia de exhibicion de fagos
(McCafferty ef al., Nature 348:552-553 (1990)) para producir anticuerpos humanos
y fragmentos de anticuerpos in vitro, de repertorios de genes de dominio variable
(V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. De acuerdo con esta
técnica, los genes de dominio V de anticuerpos son clonados en marco en ya sea
un gen de proteina de cubierta mayor o menor de un bacteriéfago filamentoso, tal
como M13 o fd, y exhibidos como fragmentos de anticuerpos funcionales sobre la
superficie de la particula de fagos. Debido a que la particula filamentosa contiene
una copia de ADN de una sola hebra del genoma del fago, las selecciones
basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también dan como
resultado la seleccion del gen que codifica al anticuerpo que exhibe aquellas
propiedades. Por lo tanto, el fago imita algunas de las propiedades de la célula B.
Puede llevarse a cabo la exhibicién de fagos en una variedad de formatos; para su
revision véase, por ej., Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in
Structural Biology 3:564-571 (1993). Pueden emplearse diversas fuentes de
segmentos de genes V para la exhibicion de fagos. Clackson et al., Nature,
352:624-628 (1991) aislaron un arreglo diverso de anticuerpos anti-oxazolona de
una genoteca combinatoria al azar pequefia de genes V derivados de los bazos de
ratones inmunizados. Un repertorio de genes V de donantes humanos no
inmunizados puede ser construido y los anticuerpos contra un arreglo diverso de

antigenos (incluyendo auto-antigenos) pueden ser aislados esencialmente
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siguiendo las técnicas descritas por Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991),
o Griffith ef al., EMBO J. 12:725-734 (1993). Véase, ademas, las Patentes de los
Estados Unidos Nos. 5.565.332 y 5.573.905.

Segun lo descrito anteriormente, los anticuerpos humanos también
pueden ser generados mediante células B activadas in vitro (véase las Patentes
Estadounidenses 5.567.610 y §.229.275).

Los anticuerpos anti-VEGF monoclonales humanos son descritos en la
Patente Estadounidense No. 5.730.977, concedida el 24 de marzo, 1998.

(iv) fragmentos de anticuerpo

Se han desarrollado diversas técnicas para la producciéon de fragmentos
de anticuerpo. Tradicionalmente, estos fragmentos fueron derivados por medio de
digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ej., Morimoto et al. ,
Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992) y Brennan ef
al., Science, 229:81 (1985)). Sin embargo, estos fragmentos pueden actualmente
ser producidos directamente mediante células huéspedes recombinantes. Por
ejemplo, los fragmentos de anticuerpo pueden ser aislados de las genotecas de
fagos de anticuerpo descritas con anterioridad. Alternativamente, los fragmentos
Fab'-SH pueden ser directamente recuperados de E. coli y quimicamente
acoplados para formar fragmentos F(ab'), (Carter et al., Bio/Technology 10:163-
167 (1992)). De acuerdo con otro método, los fragmentos de F(ab'), pueden ser
aislados directamente de cultivo de células huéspedes recombinantes. Otras
tecnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo seran evidentes para los
expertos en la técnica. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un
fragmento de Fv de cadena simple (scFv). Véase WO 93/16185.

(vi) Otras modificaciones de secuencias de aminoacidos

La o las modificaciones de secuencias de aminoacidos de los anticuerpos
descritos en esta invencion son contempladas. Por ejemplo, puede ser
conveniente mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biolégicas del
anticuerpo. Las variantes de secuencias de aminoacidos del anticuerpo se
preparan introduciendo cambios de nucleétidos apropiados en el acido nucleico
del anticuerpo, o mediante sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen,
por ejemplo, supresiones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de, residuos
dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Cualquier combinacion
de supresion, insercion y sustitucion se realiza para arribar al constructo final,

siempre que el constructo final posea las caracteristicas deseadas. Los cambios
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de aminoacidos también pueden alterar los procesos post-translacionales del
anticuerpo, tal como cambiar la cantidad o posicidn de sitios de glicosilacién.

Un método atil para la identificacién de ciertos residuos o regiones del
anticuerpo que son ubicaciones preferidas para mutagénesis se denomina
“mutagenesis por barrido de alanina” ("alanine scanning mutagenesis") segun lo
descrito por Cunningham y Wells Science, 244:1081-1085 (1989). Aqui, un
residuo o grupo de residuos objetivo son identificados (por €j., residuos cargados
tales como arg, asp, his, lys, y glu) y reemplazados por un aminoacido neutro o
cargado negativamente (mas preferentemente alanina o polialanina) para efectuar
la interaccién de los aminoacidos con el antigeno. Aquellas ubicaciones de
aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones luego son
refinadas introduciendo otras variantes o variantes adicionales en, o para, los
sitios de sustitucion. qu lo tanto, si bien el sitio para introducir una variaciéon de
secuencias de aminoacidos es predeterminado, la naturaleza de la mutaciéon per
se no necesariamente es predeterminada. Por ejemplo, para analizar el
rendimiento de una mutacién en un sitio determinado, se lleva a cabo barrido de
ala o mutagénesis al azar en el codén o region objetivo y las variantes de
anticuerpo expresadas son seleccionadas para la actividad deseada.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones de
terminal amino y/o carboxilo que oscilan en longitud entre un residuo y
polipéptidos que contienen cien residuos 0 mas, asi como también inserciones
intrasecuencias de residuos de aminoacidos unicos o muitiples. Los ejemplos de
inserciones terminales incluyen anticuerpo con un residuo metionilo de terminal N
o el anticuerpo fusionado a un polipéptido citotéxico. Otras variantes insercionales
de la molécula de anticuerpo incluyen la fusién al término N o C del anticuerpo a
una enzima (por ej. para ADEPT) o un polipéptido el cual aumenta la vida media
sérica del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucion de aminoacidos. Estas
variantes tienen, por lo menos, un residuo de aminoacido en la molécula del
anticuerpo reemplazado por un residuo diferente. Los sitios de mayor interés para
mutagénesis sustitucional incluyen las regiones hipervariables, pero también son
contempladas las alteraciones de FR.

Se logran modificaciones sustanciales en las propiedades biologicas del
anticuerpo seleccionando sustituciones que difieren significativamente en su
efecto en mantener (a) la estructura del armazoén polipeptidico en el area de la

sustitucion, por ejemplo, como una conformaciéon de lamina o helicoidal, (b) la
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carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio objetivo, o (¢) el volumen (“bulk”)
de la cadena lateral. Los aminoacidos pueden ser agrupados de acuerdo con
similitudes en las propiedades de sus cadenas laterales (en A. L. Lehninger, en
Biochemistry, segunda ed., paginas 73-75, Worth Publishers, Nueva York (1975)):

(1) no polares: Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (I), 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)

(3) acidos: Asp (D), Glu (E)

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

Alternativamente, los residuos de presentacion natural pueden ser
divididos en grupos en base a propiedades comunes de cadenas laterales:

(1) hidréfobos: Norleucine, Met, Ala, Val, Leu, lle;

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

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg; _

(5) residuos que influyen sobre la orientaciéon de cadena: Gly, Pro;

(6) aromatico: Trp, Tyr, Phe.

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

Cualquier residuos cisteina no involucrado en mantener la conformacion
apropiada del anticuerpo también puede ser sustituido, generalmente con serina,
para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar el entrecruzamiento
aberrante. A la inversa, puede(n) agregarse enlace(s) de cisteina al anticuerpo
para mejorar su estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento
de anticuerpo tal como un fragmento Fv).

Un ejemplo de una variante sustitucional involucra sustituir uno o mas
residuos de regiones hipervariables de un anticuerpo parental (por ej., un
anticuerpo humanizado o humano). En general, la o las variantes resultantes
seleccionadas para desarrollo adicional tendran propiedades biolégicas mejoradas
con relacion al anticuerpo parental del cual son generadas. Un modo conveniente
para generar dichas variantes sustitucionales involucra maduracion de afinidad
utilizando exhibicién de fagos. Brevemente, diversos sitios de region hipervariable
(por ej. 6-7 sitios) son mutados para generar todas las sustituciones amino
posibles en cada sitio. Las variantes de anticuerpo asi generadas son exhibidas en

forma monovalente a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones al
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producto génico lll de M13 empaquetado dentro de cada particula. Luego, las
variantes exhibidas en fagos son seleccionadas para su actividad biolégica (por e;.
afinidad de unién) segun lo descrito en esta invencion. A fin de identificar sitios de
regiones hipervariables candidatas para modificacién, puede llevarse a cabo
mutagénesis de barrido de alanina para identificar residuos de regiones
hipervariables que contribuyen significativamente con la unién al antigeno.
Alternativamente, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura
cristalina del complejo antigeno- anticuerpo para identificar puntos de contacto
entre el anticuerpo y VEGF humano. Ese tipo de residuos de contacto y residuos
lindantes son candidatos para sustitucién de acuerdo con las técnicas elaboradas
en esta invencion. Una vez que dichas variantes son generadas, el panel de
variantes es sometido a seleccion segun lo descrito en esta invencion y pueden
seleccionarse anticuerpos con propiedades superiores en uno 0 mas ensayos
relevantes para desarrollo adicional.

Otro tipo de variante de aminoacido del anticuerpo altera el patron de
glicosilacion original del anticuerpo. Por el término alteracion se quiere decir
suprimir una o mas porciones de carbohidrato encontradas en el anticuerpo, y/o
agregando uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en el
anticuerpo.

La glicosilacién de anticuerpos es tipicamente N-ligada u O-ligada. N-
ligada se refiere a la unidén de la porcion carbohidrato a la cadena lateral de un
residuos de asparagina. Las secuencias de tripéptidos asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las
secuencias de reconocimiento para la unién enzimatica de la porcion carbohidrato
a la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la presencia de cualquiera de estas
secuencias tripéptidas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacién potencial. La
glicosilacion O-ligada se refiere a la unién de uno de los azUcares N-
acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un hidroxiaminoacido, mas comtnmente
serina o treonina, si bien también puede emplearse 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina.

La adicion de sitios de glicosilacibn al anticuerpo se logra
convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que contenga
una o mas de las secuencias tripéptidas antes descritas (para sitios de
glicosilacion N-ligados). La alteracién también puede efectuarse mediante la
adicién de, o sustituciéon por, uno 0 mas residuos serina o treonina a la secuencia

del anticuerpo original (para sitios de glicosilacién O-ligados).
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Donde el anticuerpo comprende una regién Fc, el carbohidrato unido a la
misma puede ser alterado. Por ejemplo, los anticuerpos con una estructura de
carbohidrato madura que carece de fucosa unida a una regién Fc del anticuerpo
son descritos en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos No US
2003/0157108 A1, Presta, L. Véase también US 2004/0093621 A1 (Kyowa Hakko
Kogyo Co., Ltd). Los anticuerpos con una B-acetilglucosamina (GIcNAc) de
biseccion en el carbohidrato unido a una region Fc del anticuerpo son
referenciados en WOO03/011878, Jean-Mairet ef al. y en la Patente
Estadounidense No. 6.602.684, Umana et al. Los anticuerpos con por lo menos un
residuos galactosa en el oligosacarido uhido a una region Fc del anticuerpo son
reportados en WO97/30087, Patel et al. Véase, también, WO98/58964 (Raju, S.)y
WO099/22764 (Raju, S.) con respecto a anticuerpos con carbohidrato alterado
unido a la regién Fc de los mismos.

Puede ser conveniente modificar el anticuerpo de la invencion con
respecto a la funcibén efectora, por ej., de modo de aumentar la citotoxicidad
mediada por células dependiente del antigeno (ADCC) y/o citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) del anticuerpo. Esto puede lograrse
introduciendo una o mas sustituciones de aminoacidos en una regién Fc del
anticuerpo.  Alternativa o adicionalmente, pueden introducirse residuo(s) de
cisteina en la region Fc, permitiendo de ese modo la formacion de enlaces
disulfuro entrecadenas en esta region. El anticuerpo homodimérico generado de
ese modo puede tener capacidad de internalizacién mejorada y/o mayor matanza
celular mediada por el complemento y citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo (ADCC). Véase Caron et al.,, J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992) y
Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992). Los anticuerpos homodiméricos
con mayor actividad antitumoral también pueden ser preparados empleando
entrecruzadores heterobifuncionales segun lo descrito en Wolff et al. Cancer
Research 53:2560-2565 (1993). Alternativamente, puede construirse por
ingenieria genética un anticuerpo el cual tiene regiones Fc duales y puede de ese
modo tener mayor lisis de complemento y mayores capacidades de ADCC. Véase
Stevenson et al. Anti-Cancer Drug Design 3:219-230 (1989).

WO000/42072 (Presta, L.) describe anticuerpos con funcion de ADCC
mejorada en presencia de células efectoras humanas, donde los anticuerpos
comprenden sustituciones de aminoacidos en su regién Fc. Preferentemente, el
anticuerpo con ADCC mejorada comprende sustituciones en las posiciones 298,
333, y/o 334 de la regién Fc (numeracion Eu de residuos). Preferentemente, la
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region Fc alterada es una region Fc de IgG1 humana que comprende o consiste
en sustituciones en una, dos o tres de estas posiciones. Dichas sustituciones son
opcionalmente combinadas con sustitucién(es) las cuales aumentan la unién de
C1qy/o CDC.

Los anticuerpos con unién de C1q alterada y/o citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) son descritos en W099/51642, Patente Estadounidense
No. 6.194.551B1, Patente Estadounidense No. 6.242.195B1, Patente
Estadounidense No. 6.528.624B1 y Patente Estadounidense No. 6.538.124
(Idusogie et al.). Los anticuerpos comprenden una sustitucién de aminoacidos en
una o mas posiciones de aminoacidos 270, 322, 326, 327, 329, 313, 333 y/o 334
de su regién Fc (numeracién Eu de residuos).

- Para aumentar la vida media sérica del anticuerpo, se puede incorporar un
epitopo de unién al receptor de salvamento en el anticuerpo (especialmente un
frégmento de anticuerpo) segun lo descrito en la Patente Estadounidense
5.739.277, por ejemplo. Como se emplea en esta invencién, el término "epitopo
de union al receptor de salvamento" se refiere a un epitopo de la regién Fc de una
molécula de 1gG (por ej., 19G1, 1gG,, 1gGs, o IgGs) que es responsable de
aumentar la vida media sérica in vivo de la molécula de IgG.

Los anticuerpos con unién mejorada al receptor Fc neonatal (FcRn), y
vidas medias aumentadas, son descritos en WOO00/42072 (Presta, L.) y
US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Estos anticuerpos comprenden una region Fc
con una o0 mas sustituciones en la misma las cuales 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 o0 434 (numeracién Eu de
residuos). En una realizacion, la variante de anticuerpo que comprende la regién
Fc con unién a FcRn mejorada comprende las sustituciones de aminoacidos en
una, dos o tres de las posiciones 307, 380 y 434 de su region Fc (numeracién Eu
de residuos). En una realizacion, el anticuerpo tiene 307/434 mutaciones.

Los anticuerpos construidos por ingenieria genética con tres o mas sitios
de wunién al antigeno funcionales (preferentemente cuatro) son también
contemplados (Solicitud de Pat. Estadounidense No. US2002/0004587 A1, Miller
et al.).

Se preparan moléculas de acido nucleico que codifican variantes de
secuencias de aminoacidos del anticuerpo mediante una variedad de métodos

conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, aunque sin limitarse a,
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aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencias de
aminoacidos de presentacién natural) o preparacién mediante mutagénesis
mediada por oligonucledtidos (o dirigida al sitio), mutagénesis de PCR, vy
mutagenesis de casete de una variante previamente preparada o de una version
no variante del anticuerpo.

(v) Inmunoconjugados

La invencion también se refiere a inmunoconjugados que comprenden el
anticuerpo descrito en esta invenciéon conjugado a un agente citotoxico tal como
un agente quimioterapéutico, toxina (por ej., una toxina enzimaticamente activa de
origen bacteriano, fungal, vegetal o animal, o sus fragmentos), o un isétopo
radiactivo (es decir, un radioconjugado). '

Los agentes quimioterapéuticos UGtiles en la generacién de dichos
inmunoconjugados han sido descritos anteriormente. Las toxinas enzimaticamente
activas y sus fragmentos los cuales pueden emplearse incluyen la cadena A de
difteria, fragmentos activos de no unién de la toxina de la difteria, cadena de
exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de
abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas
de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor
de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis,
gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Se
encuentran disponibles una variedad de radionuclidos para la produccion de
anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen 2'2Bi, **'|, **'In, %%y y "%Re.

Los conjugados del anticuerpo y del agente citotdxico son preparados
utilizando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales
tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano (IT),
derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetiladipimidato HCL),
ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como
glutareldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-
etilendiamina), diisocianatos (tales como toluen 2,6-diisocianato), y compuestos de
flior bis-activos (tales como 1,5-difluor-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una
inmunotoxina de ricina puede prepararse segun lo descrito en Vitetta et al. Science
238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilen
triaminapentaacético rotulado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante
ejemplar para la conjugacion de radionucle6tido al anticuerpo. Ver W094/11026.
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En otra realizacion, el anticuerpo puede ser conjugado a un "receptor” (tal
como estreptavidina) para utilizaciéon en predireccionamiento tumoral donde el
conjugado anticuerpo- receptor es administrado al paciente, seguido por remocién
de conjugado no unido de la circulacién empleando un agente clarificador y luego
administracién de un "ligando" (por ej. avidina) el cual es conjugado a un agente
citotoxico (por €j., un radionucle6tido).

(vi)  Inmunoliposomas

El anticuerpo descrito en esta invencién también puede ser formulado
como inmunoliposomas. Los liposomas que contienen el anticuerpo son
preparados mediante métodos conocidos en la técnica, tales como los descritos
en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (1985); Hwang et al., Proc.
Natl Acad. Sci. USA, 77:4030 (1980); y Pat. Estadounidenses Nos. 4.485.045 y
4.544.545. Los liposomas con tiempo de circulacion aumentado son descrito en la
Patente Estadounidense No. 5.013.556.

Los liposomas particularmente utiles pueden ser generados mediante el
meétodo de evaporacién en fase inversa con una composicion lipidica que
comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivada de PEG
(PEG-PE). Los liposomas son extruidos a través de filtros de tamafo de poro
definido para proporcionar liposomas con el diametro deseado. Los fragmentos
Fab' del anticuerpo de la invencidén pueden ser conjugados a los liposomas segun
lo descrito en Martin et al. J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) por medio de una
reaccibn de intercambio de disulfuros. Un agente quimioterapéutico es
opcionalmente contenido dentro del liposoma. Ver Gabizon et al. J. National
Cancer Inst.81(19)1484 (1989)

VIil. ARTICULOS DE MANUFACTURA Y KITS

En otra realizacion de la invencion, se proporciona un articulo de
manufactura que contiene materiales Utiles para el tratamiento de los trastornos
descritos anteriormente. El articulo de manufactura comprende un contenedor,
una etiqueta y un inserto de paquete. Los contenedores adecuados incluyen, por
ejemplo, botellas, frascos, jeringas, etc. Los contenedores pueden ser formados a
partir de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El contenedor
guarda una composicién la cual es eficaz para tratar la afeccion y puede tener una
boca de acceso estéril (por ejemplo el contenedor puede ser una bolsa de solucion
intravenosa o un frasco que tiene un tapén perforable mediante una aguja de
inyeccion hipodérmica). Por lo menos un agente activo en la composicion es un

anticuerpo anti-VEGF. La etiqueta en, o asociada con, el contenedor indica que la
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composicién es utilizada para tratar la afeccion de eleccion. El articulo de
manufactura puede comprender ademas un segundo contenedor que comprende
un buffer farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con
fosfato, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Adicionalmente puede incluir
otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario,
incluyendo otros buffers, diluyentes, filtros, agujas y jeringas. Por anadidura, el
articulo de manufactura comprende un inserto de paquete con instrucciones para
el uso, incluyendo por ejemplo instrucciones para el usuario de la composicién
para la administracion de la composicién del anticuerpo anti-VEGF y un agente
quimioterapéutico al paciente con cancer de mama previamente tratado y
opcionalmente HER2 negativo. En ciertas realizaciones, el paciente tiene cancer
metastasico. En algunas realizaciones, el paciente tiene cancer de mama
metastasico previamente tratado y es HER2 negativo. El inserto del paquete
puede contener, opcionalmente, algunos o la totalidad de los resultados
encontrados en el Ejemplo 1.

El antagonista especifico de VEGF puede ser envasado por si solo o en
combinacion con otros compuestos terapéuticos anticancerigenos como un kit. El
kit puede incluir componentes opcionales que ayudan en la administracion de la
dosis unitaria a pacientes, tales como frascos para reconstituir formas de polvo,
jeringas para inyeccion, sistemas de administracion IV personalizados,
inhaladores, etc. Por anadidura, el kit de dosificacion unitaria puede contener
instrucciones para la preparacion y administracion de las composiciones. En
ciertas realizaciones, las instrucciones comprenden instrucciones para el uso,
incluyendo por ejemplo instruir al usuario de la composicidn para administrar la
composicién de anticuerpo anti-VEGF y un agente quimioterapéutico al paciente
con cancer de mama previamente tratado y opcionalmente HER2 negativo. En
ciertas realizaciones, el paciente tiene cancer metastasico. En algunas
realizaciones, el paciente tiene cancer de mama metastasico previamente tratado
y es HER2 negativo. Las instrucciones pueden contener, opcionalmente, algunos
o todos los resultados encontrados en el Ejemplo 1. El kit puede ser
manufacturado como una dosis unitaria de un solo uso para un paciente, multiples
usos para un paciente en particular (a una dosis constante o en donde los
compuestos individuales pueden variar en potencia a medida que la terapia
progresa); o el kit puede contener multiples dosis adecuadas para la

administracion a multiples pacientes (“envasado a granel’). Los componentes del

&
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kit pueden ser ensamblados en cartones, paquetes de blisteres, botellas, tubos y

similares.

Depdsito de Materiales

La siguiente linea celular de hibridoma ha sido depositada de acuerdo con
las clausulas del Tratado de Budapest ante la Recoleccion Americana de Cultivos
Tipificados (ATCC, siglas correspondientes a “American Type Culture Collection”),
Manassas, VA, USA:

Designacion de Anticuerpo  ATCC No. Fecha de Depésito

A4.6.1 ATCC HB-10709 29 de marzo, 1991

El siguiente ejemplo tiene el proposito de ilustrar, meramente, la practica
de la invencion y no es proporcionado a modo de limitacion. Las descripciones de
todas las bibliografias técnicas de patentes y cientificas citadas en esta invencién
son expresamente incorporadas en su totalidad a modo de referencia.

EJEMPLO

Ejemplo 1. Bevacizumab en Combinacién con Regimenes de
Quimioterapia en Sujetos con Cancer de Mama Metastasico Previamente
Tratado

El cancer de mama metastasico (MBC, segun sus siglas en inglés) es una
enfermedad incurable, sucumbiendo la mayoria de los pacientes a su enfermedad
dentro de los 2 afios de diagndstico. Véase, Greenberg, et al., 1996, J. Clin. Oncol.
14:2197-205. Aproximadamente 60% de los pacientes con enfermedad en etapa
avanzada presentan una recurrencia local y el 40% presentan metastasis distante
después de terapia adyuvante. Solo el 10% de los pacientes presentan
enfermedad metastasica en el diagnostico inicial. Véase, Ryberg et al., 2001 Ann.
Oncol. 12:81-7.

El algoritmo del tratamiento para los pacientes con MBC se basa en
diversos factores que incluyen caracteristicas clinicas, patoldgicas e histolégicas
tales como amplificacion del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2),
estado del receptor hormonal, respuesta previa a, y/o falla de, agentes
hormonales, cantidad y sitios especificos de enfermedad metastasica, e historia de
tratamiento tanto en los entornos metastasicos como adyuvantes. Numerosos
agentes quimioterapéuticos citotoxicos han demostrado actividad en MBC,
incluyendo antraciclinas, taxanos, gemcitabina, capecitabina, y vinorelbina. Las

tasas de respuesta e intervalos libre de progreso observados con estos agentes,
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varian, dependiendo del grado y tipo de terapia previa y el grado de enfermedad
metastasica. En general, la terapia combinada a base de antraciclina y taxanos
(paclitaxel y docetaxel) ha demostrado la mayor actividad en el sitio metastasico,
con tasas de respuesta del 40-50% y supervivencia libre de progreso (PFS)
promedio de aproximadamente 6-9 meses en pacientes sin exposicion previa a
agentes en el entorno del adyuvante y sin exposicion previa a quimioterapia para
el tratamiento de la enfermedad metastasica. Véase, Hamilton y Hortobagyi 2005
J. Clin. Oncol. 23:1760-75. Segun lo esperado, los pacientes quienes progresan
después o durante el primer tratamiento tienen un intervalo libre de progreso mas
corto (4-6 meses) y supervivencia (8-12 meses). Por lo tanto, existe la necesidad
de encontrar tratamientos adicionales que puedan ser incorporados en regimenes
que extenderan tanto el intervalo libre de progreso como la supervivencia de
pacientes con enfermedad recurrente.

En el caso del tratamiento de segunda linea para MBC, muchos agentes
tan demostrado actividad, incluyendo farmacos anti-tubulina (taxanos, vinorelbina)
y anti-metabolitos (capecitabina, gemcitabina). En comparacién con mitomicina y
vinblastina, docetaxel fue el primer agente simple en aumentar significativamente
el tiempo hasta el progreso de la enfermedad (4,4 vs. 2,5 meses; p=0,001) y la
supervivencia (11,4 vs. 8,7 meses; p=0,0097) en un estudio grande en Fase lIl de
pacientes con MBC quienes habian recibido terapia previa de antraciclina. Véase,
Nabholtz et al., 1999 J. Clin. Oncol. 17:1413-24. La adicién de capecitabina a
docetaxel en comparacion con el docetaxel por si solo condujo a mejoras
adicionales en el tiempo hasta el progreso (6,1 vs. 4,2 meses; relacién de peligro
=0,652) y supervivencia (14,5 vs. 11,5 meses; relacién de peligro =0,775) en
pacientes quienes habia recibido previamente o no eran candidatos para
antraciclinas; sin embargo, habia un aumento sustancial en la toxicidad con esta
combinacion. Véase, O’Shaughnessy et al., 2002 J Clin. Oncol. 20:2812-23.
Estudios adicionales con agentes Gnicos o combinados no han podido demostrar
claras ventajas de supervivencia. Véase, Hamilton y Hortobagyi 2005 J. Clin.
Oncol. 23:1760-75. En base a la experiencia con multiples agentes empleados
solos 0 en combinacion, el paradigma del tratamiento actual es terapia de Unico
agente consecutiva con la eleccién de uno o mas agentes especificos determinado
por una cantidad de factores, incluyendo terapia previa, intervalo libre de
tratamiento, perfil de toxicidad, y preferencia del paciente.

A pesar de la disponibilidad de estos multiples agentes, se necesitan

tratamientos adicionales para los pacientes con MBC en entorno de segunda
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linea. Nuevos tratamientos dirigidos hacia retardar el progreso de la enfermedad
evitando al mismo tiempo la toxicidad sistémica representarian un avance
importante en el tratamiento de estos pacientes.

Un estudio en Fase lll (RIBBON 2) de Avastin® (bevacizumab) en
combinacién con quimioterapia aument6 el tiempo de vida de mujeres con cancer
de mama HER2-negativo metastasico cuya quimioterapia inicial habia dejado de
funcionar sin empeoramiento de la enfermedad (supervivencia libre de progreso o
PFS), en comparacion con la quimioterapia solamente. Los doctores que tratan a
las mujeres en el estudio escogieron el tipo de quimioterapia empleada en
combinacién con Avastin y las quimioterapias fueron evaluadas en forma conjunta
en el andlisis primario de criterio de valoracién. Los eventos adversos eran
consistentes con aquellos previamente reportados para Avastin, y no se observé
sefal nueva de seguridad de Avastin alguna en el estudio.

Ribbon 2 fue un estudio clinico controlado con placebo, de doble ciego,
aleatorizado, multicentral, internacional donde se inscribieron 684 pacientes con
cancer de mama HER2-negativo metastasico quienes habian recibido previamente
quimioterapia para su enfermedad metastasica. Véase la Conduccion del Estudio
en la Tabla 1y Caracteristicas de los Pacientes en la Tabla 2. El ensayo evalué la
adicion de Avastin® (bevacizumab) o placebo a una eleccién de los investigadores
de quimioterapia. Se emplearon los siguientes regimenes de quimioterapia en el
estudio: taxanos: paclitaxel, paclitaxel unido a proteina o docetaxel; gemcitabina;
capecitabina; o vinorelbina.

Tabla 1: Conduccion del Estudio

Cohorte de | Taxanos Gemcitabina Capecitabina | Vinorelbina
Quimio

Inscriptos, n | 304 (44,4) | 160 (23,4) | 144 (21,1) | 76 (11,1)
(%) 201 108 97 53
Bevacizumab

(BV) 103 52 47 23

Placebo (PL)

La eleqgibilidad en el estudio incluyé lo siguiente:

Edades Elegibles para Estudio: 18 Afios y mas
Sexos Elegibles para Estudio: Ambos
Acepta Voluntarios Sanos: No

Los criterios de Inclusién en el estudio incluyeron los siguientes:

Formulario de Consentimiento Informado Firmado
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218 afos de edad

Carcinoma histolégicamente confirmado de la mama con enfermedad
metastasica medible 0 no medible que ha progresado (pacientes con una historia
de metastasis cerebral son elegibles para participar en el estudio [solamente en
los Estados Unidos], siempre y cuando sus metastasis cerebrales hayan sido
tratadas y no tengan evidencia alguna de progreso o hemorragia despues del
tratamiento y ningun requerimiento en marcha de dexametasona)

El progreso de la enfermedad durante o luego de la administracién de un
regimen de quimioterapia (no investigacional) administrado en el tratamiento de
primera linea

Estado de rendimiento de ECOG de 0 o 1

Para las mujeres en edad reproductiva, uso de un medio eficaz
anticonceptivo no hormonal

Expectativa de vida 23 meses

Voluntad y capacidad de cumplir con el estudio y procedimientos de
seguimiento

Los Criterios de Exclusion en el estudio incluyeron los siquientes:

La terapia hormonal previa solamente como tratamiento para la
enfermedad metastasica sin quimioterapia. Los pacientes deben haber recibido
quimioterapia para su enfermedad metastasica en el tratamiento de primera linea.
La terapia hormonal solamente no es permitida.

Para los sujetos quienes han recibido previamente terapia basada en
antraciclina, la documentacién de la fraccidén de eyeccion ventricular izquierda de <
50% mediante adquisicion con miultiples sincronizaciones (MUGA) o
ecocardiograma (ECHO).

Tratamiento con mas de un régimen citotéxico previo para MBC

Estatus HER2-positivo (los pacientes quienes tienen un estatus de HER2
desconocido, y para quienes la determinacioén del estatus de HER2 no es posible,
son elegibles para este estudio)

Estatus de ER y PR desconocido

Terapia de radiacién que no es para paliacion, o metastasis cerebral,
terapia biolégica, o quimioterapia para MBC dentro de los 21 dias con anterioridad
al Dia 0

Terapia previa con bevacizumab u otra terapia direccionada hacia la ruta
de VEGF

Metastasis cerebral no tratada

gl



69

Hipertensién inadecuadamente controlada

Angina inestable

CHF Grado |l o superior de la Asociacion del Corazén de Nueva York
(New York Heart Association)

Historia de infarto de miocardio dentro de 6 meses con anterioridad al Dia
0 (el dia de la primera infusién con bevacizumab/placebo)

Historia de accidente cerebrovascular o ataque isquémico transitorio
dentro de 6 meses con anterioridad al Dia 0

Enfermedad vascular periférica clinicamente significativa

Evidencia de diatesis hemorragica o coagulopatia

Procedimiento quirtrgico mayor, biopsia abierta, o lesién traumatica
significativa dentro de 28 dias antes del Dia 0; anticipo de necesidad de
procedimiento quirargico electivo mayor durante el estudio

Procedimientos quirargicos menores, aspiraciones con aguja fina, o
biopsias con aguja gruesa dentro de 7 dias con anterioridad al Dia 0

Historia de fistula abdominal, perforacién gastrointestinal, o absceso intra-
abdominal dentro de los 6 meses antes del Dia 0

Herida seria que no se cura, ulcera o fractura 6sea

Historia de reaccion anafilactica a terapia con anticuerpos monoclonales
no controlada con premedicacioén de tratamiento.

Historia de otras enfermedades dentro de 5 afios del Dia 0, excepto por
tumores con un riesgo insignificante de metastasis o muerte, tales como
carcinoma de células basales adecuadamente controlado o carcinoma de células
escamosas de la piel o carcinoma in situ del cuello uterino

funcion organica inadecuada

Embarazo (test de embarazo en suero positivo) o lactancia

Cualquier otra enfermedad, disfuncién metabdlica, hallazgo de examenes
fisicos, o hallazgo de laboratorio clinico que proporcione una sospecha razonable
de una enfermedad o afeccién que contraindique el uso de un farmaco en
investigacion o que pueda afectar la interpretacion de los resultados o torne al
sujeto en alto de riesgo de complicaciones a causa del tratamiento

Bevacizumab (5mg/kg semanalmente equivalente)

15 mg/kg IV cada 3 semanas; o
10 mg/kg IV cada 2 semanas
Mas

Quimioterapia
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Taxano

Paclitaxel (por €j, Taxol®): 90 mg/m? IV cada semana durante 3 semanas
seguido por 1 semana de descanso; o

Paclitaxel (por ej., Taxol®): 175 mg/m? IV cada 3 semanas; 0

Paclitaxel particulas unidas a proteinas (Abraxane®): 260 mg/m? IV cada 3
semanas; o

Docetaxel (Taxotere®): 75-100 mg/m? IV cada 3 semanas; 0

Gemcitabina (Gemzar®):; 1250 mg/m? IV en los Dias 1y 8 de cada ciclo de
3 semanas; o

Vinorelbina (Navelbine®): 30 mg/m? IV cada semana; o

Capecitabina (Xeloda®): 1000mg/m? oralmente dos veces al dia en los
Dias 1-14 de cada ciclo de 3 semanas

En el estudio, PFS fue definida como el tiempo desde la aleatorizacidn
hasta el progreso de la enfermedad o la muerte segun lo evaluado por los médicos
intervinientes en el estudio (evaluado por el investigador). Los puntos de
referencia secundarios incluyeron la tasa de respuesta objetiva, la duracién de la
respuesta, la tasa de supervivencia de un ano, la supervivencia general, la
evaluacién de la PFS por tipo y seguridad de la quimioterapia. Los resultados
indicaron una prolongacion en la PFS, el criterio de valoracién primario es una
cohorte agrupada de pacientes que reciben avastin + quimioterapia (HR = 0,775;
valor p (rango log) = 0,0072). La PFS promedio (95% CI) fue de 7,2 meses (6,5,
7,6) en el brazo de bevacizumab/quimioterapia (Brazo A de la Figura 1, n=459)
contra 5,1 meses (4,1, 6,0) en el brazo de placebo/quimioterapia (Brazo B de la
Figura 1 n=225). Ver la Tabla 3 Analisis Primario de Eficacia de PFS y Figura 2
(Criterio de valoracion Primario de PFS) y Figura 3 (Analisis Especificos de
Cohortes de PFS). Los resultados de PFS fueron generalmente consistentes a
través de las cohortes de quimioterapia con la excepcion del pequefio subgrupo de
vinorelbina. Otros subgrupos (edad, negativo triple, etc.) fueron en general
consistentes con los resultados primarios de PFS. La mejora observada en la PFS
general fue respaldada por el criterio de valoracién de eficacia secundario de
ORR. Ver la Figura 4. Ver la Tabla 4 para Analisis Interino de Eficacia de OS. No
se observaron en el estudio sefales de seguridad de bevacizumab nuevas. Ver,
por €j., la Tabla 5§, Resumen de Seguridad, Poblacion de Seguridad, Tabla 6 AEs
Seleccionados, Poblacidn de Seguridad y la Tabla 7 Resumen de Seguridad
mediante Cohorte de Quimioterapia, Poblacién de Seguridad. Bevacizumab fue

beneficioso para pacientes como un tratamiento de segunda linea.
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Tabla 2 Caracteristicas de los pacientes, Poblacion ITT

Quimio/PL Quimio/BV
(n=225) (n=459)
Edad, afos
Media 55,0 55,0
Media (rango) 55 (23-90) 55,6 (25-86)
265, % 19,6 220
ECOGPS1, % 50,9 50,2
N° de sitios metastasicos
Media (rango) 2,5 (0-6) 2,5 (0-6)
2 3 sitios, % 47 1 44 5
Enfermedad solamente
Osea, % 9.8 6.8
Enfermedad visceral, % | 25,3 26,8
HR positivo, % 73,3 71,7
Triple negativo, % 20,9 24 .4
Intervalo desde
diagnoéstico de MBC hasta
primer PE 70,7 72,5
=6 meses, %
HER2-negativo, % 85,3 83,9
-desconocido, % 13,8 14,6
Enfermedad medible, % 79,6 78,9

BV=bevacizumab, HR=receptor hormonal, PE=progreso de la enfermedad

)

PL=placebo. ,
Tabla 3 Analisis de Eficacia Primario de PFS, Poblacién ITT
Quimio/PL Quimio/BV
(n=225) (n=459)
N° de eventos, n (%) 184 (81,8) 372 (81,0)
Evento contribuyente méas temprano, n (%)
Enfermedad 170 (75,6) 341 (74,3)
progresiva
Muerte 14 (6,2) 31(6,8)
PFS (meses)
Media 5.1 7,2
(95% CI) (4,1-6,0) (6,5-7,6)
Analisis Estratificado
HR (95% CI) 0,78 (0,64-0,93)

valor p (rango log)

0,0072

Tabla 4 Analisis Interino de Eficacia de OS* Poblacién ITT

Quimio/PL Quimio/BV
(n=225) (n=459)
N° de muertes, n (%) 109 (48,4) 206 (44,9)
OS (meses)
Media 16,4 18,0
(95% CI) (14,6-20,2) (17,1-20,2)
Analisis estratificado
HR (95% CI) 0,90 (0,71-1,14)
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valor p (rango | 0,3741
log)
tasa de supervivencia de | 66,2 69,5
1 afio (%)

*Este es el analisis interino a 57% de informacién (315 eventos).

Tabla 5 Resumen de Seguridad, Poblacion de Seguridad

Quimio/PL Quimio/BV

n (%) (n=221) (n=458)
EAs* Seleccionados
(2Grado 3) 50 (22,6) 163 (35,6)
EAS 39 (17,6) 112 (24,5)
EA que conduce a
discontinuidad /muerte 16(7.2) 61(13,3)
EA que conduce a la
muerte 5(2,3) 6 (1,3)

EA=evento adverso, BV=bevacizumab, PL=placebo, EAS=Evento adverso
serio.

* EAs previamente mostrado como asociados con BV

Tabla 6 EAs Seleccionados (2 Grado 3), Poblacion de Seguridad

Quimio/PL
n (%) (n=221) Quimio/BV (n=458)
Neutropenia 32 (14,5) 81 (17,7)
Hipertensién 1(0,5) 41 (9,0)
Neuropatia Sensorial 13 (5,9) 30 (6,6)
Proteinuria 1 (0,5) 15 (3,3)
Neutropenia febril 6(2,7) 10 (2,2)
Eventos de sangrado 0(0) 8 (1,7)
Disfuncion sistolica del
ventriculo izquierdo 0(0) 4(0.9)
ETA 3(1,4) 3(0,7)
Perforacién Gl 0(0) 3(0,7)
Dehiscencia de una
herida 0(0) 3(0.7)
RPLS 0(0) 0(0)

ETA=evento trombotico arterial, Gl=gastrointestinal, RPLS=sindrome de

leucoencefalopatia posterior reversible.
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Tabla 7 Resumen de Seguridad por Cohorte de Quimioterapia, Poblacion

de Seguridad

Tax/PL Tax/BV Gem/PL Gem/BV
n (%) (n=101) (n=200) (n=52) (n=108)
EA
Seleccionado | 29 (28,7) 79 (39,5) 5 (9,6) 34 (31,5)
(Grado 23)
EAS 12 (11,9) 53 (26,5) 8 (15,4) 25 (23,1)
EA que
conduce a
discontinuidad | 4 (4,0) 12 (6,0) 4(7,7) 6 (5,6)
de BV/PL o
muerte
EA que
conduce a la|0(0) 3(1,5) 2 (3,8) 2(1,9)
muerte

Cape/PL Cape/BV Vin/PL Vin/BV
n (%) (n=46) (n=97) (n=22) (n=53)
EA
seleccionado 2 (4,3) 20 (20,6) 14 (63,6) 30 (56,6)
(Grado 23)
EAS 12 (26,1) 18 (18,6) 7 (31,8) 16 (30,2)
EA que
conduce a la
discontinuidad | 4 (8,7) 6 (6,2) 1(4,5) 4 (7,5)
de BV/PL o
muerte
EA - que
conduce a la|2(4,3) 1(1,0) 1(4,5) 0 (0)
muerte

EA=evento adverso, EAS=evento adverso Tax=taxano,

Gem=gemcitabina, Cape=capecitabina, Vin=vinorelbina.
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Listado de Secuencias
<110> Genentech, et al.

<120> Terapia Antiangiogénesis para el Tratamiento del Cancer de Mama
Previamente Tratado

<130> P4349R1 WO
<141> 13-08-2010

<150> US 61/266.343
<151> 03-12-2009

<150> US 61/234.281
<151> 15-08-2009

<160> 2

<210> 1

<211> 123

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> la secuencia es sintetizada

<400> 1
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly
1 5 10 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 30

Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45
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Glu Trp Val Gly Trp lle Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr
50 55 60

Ala Ala Asp Phe Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser
65 70 75

Lys Ser Thr Ala Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
80 85 90

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Ser
95 100 105 '

Ser His Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr
110 115 120

Val Ser Ser

<210> 2

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> |la secuencia es sintetizada

<400> 2
Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15

Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Ser Ala Ser GIn Asp lle Ser
20 25 30

Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40 45
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Val Leu lle Tyr Phe Thr Ser Ser Leu His Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle
65 70 75

Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
80 85 90

Tyr Ser Thr Val Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu
95 100 105

lle Lys Arg
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REIVINDICACIONES

1. Un método para tratar a un paciente diagnosticado con cancer de
mama previamente tratado metastasico, que comprende someter al paciente a un
régimen de tratamiento que combina una quimioterapia con la administraciéon de
una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-VEGF, donde la quimioterapia del
régimen de tratamiento comprende la administracion de por lo menos un agente
quimioterapéutico, y donde el régimen de tratamiento extiende eficazmente la

supervivencia libre de progreso del paciente.

2 El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho
anticuerpo anti-VEGF se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-VEGF
monoclonal A4.6.1 producido mediante hibridoma ATCC HB 10709.

3.  El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual el anticuerpo

anti-VEGF es un anticuerpo humanizado.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el cual el anticuerpo

anti-VEGF es un anticuerpo A4.6.1 humanizado o un fragmento del mismo.

9.  El'metodo de acuerdo con la reivindicacion 3, en el cual el anticuerpo
anti-VEGF es bevacizumab.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual la
supervivencia libre de progreso del paciente se extiende por lo menos
aproximadamente 2,1 meses o mas cuando se compara con otro paciente tratado

con la quimioterapia solamente.

7. El' método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el cual el anticuerpo
anti-VEGF tiene una region variable de cadena pesada que comprende la
siguiente secuencia de aminoacidos:

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVRQA PGKGLEWVGW
INTYTGEPTY AADFKRRFTF SLDTSKSTAY LQMNSLRAED TAVYYCAKYP
HYYGSSHWYF DVWGQGTLVT VSS (SEC ID NO.1)
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y una region variable de cadena ligera que comprende la siguiente
secuencia de aminoacidos:

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKVLIYF
TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ
GTKVEIKR (SEC ID NO.2).

8. Un kit para tratar un cancer de mama metastasico previamente
tratado en un paciente humano que comprende un paquete que comprende una
composicion de anticuerpo anti-VEGF e instrucciones para utilizar la composicion
de anticuerpo anti-VEGF en combinacion con quimioterapia, donde las
instrucciones indican que la supervivencia libre de progreso para pacientes que
reciben quimioterapia y bevacizumab es de 7,2 meses con una relacién de peligro
de 0,775 y un valor p de 0,0072.

9. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8, donde el
anticuerpo anti-VEGF tiene una regién variable de cadena pesada que comprende

la siguiente secuencia de aminoacidos:

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVRQA PGKGLEWVGW
INTYTGEPTY AADFKRRFTF SLDTSKSTAY LQMNSLRAED TAVYYCAKYP
HYYGSSHWYF DVWGQGTLVT VSS (SEC ID NO. 1)

y una region variable de cadena ligera que comprende la siguiente

secuencia de aminoacidos:

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKVLIYF
TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ
GTKVEIKR (SEC ID NO. 2).

10. El kit de acuerdo con la reivindicacion 8, en el cual el anticuerpo anti-

VEGF es bevacizumab.

11. Un método para instruir a un sujeto humano con cancer,
comprendiendo el método proporcionar instrucciones para recibir tratamiento para

el cancer de mama para el cancer de mama metastasico previamente tratado con
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un anticuerpo anti-VEGF de modo de aumentar la supervivencia libre de progreso

del paciente.

12. E! método de acuerdo con la reivindicacion 11, en el cual las
instrucciones comprenden ademas proporcionar instrucciones para recibir
tratamiento con por lo menos un agente quimioterapéutico.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, donde el tratamiento
con el anticuerpo anti-VEGF es concurrente con el tratamiento con el agente

quimioterapéutico.

14.  Un método promocional, que comprende promover la administracion
de un anticuerpo anti-VEGF para el tratamiento del cancer de mama en un sujeto
humano con cancer de mama metastasico previamente tratado de modo de

aumentar la supervivencia libre de progreso del paciente.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el cual el método
comprende ademas promover la administracién de por lo menos un agente

quimioterapéutico.

16. El método de acuerdo con la reivindicacion 15, en el cual la
administracion del anticuerpo anti-VEGF es concurrente con la administracion del

agente quimioterapéutico.

17. El método de acuerdo con la reivindicacidon 14, en el cual la
promocién es mediante un inserto del paquete, donde el inserto del paquete
proporciona instrucciones para recibir el tratamiento contra el cancer con un
anticuerpo anti-VEGF. '

18. El método de acuerdo con la reivindicacion 14 en el cual la
promocién es mediante un inserto del paquete que acompana una formulacion

comercial del anticuerpo anti-VEGF.

19. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el cual la
promocion es mediante un inserto del paquete que acompafia una formulacion

comercial del agente quimioterapéutico.
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20. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el cual la
promocion es mediante comunicacion por escrito a un médico o proveedor de

atencion médica.

21. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el cual la
promocioén es mediante comunicaciéon oral a un médico o proveedor de atencion

médica.

22. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el cual la

promocion es seguida por el tratamiento del sujeto con el anticuerpo anti-VEGF.

23. El meétodo de acuerdo con la reivindicacion 15, en el cual la
promocion es seguida por el tratamiento del sujeto con el anticuerpo anti-VEGF y
el agente quimioterapéutico.

24. Un método comercial, que comprende comercializar un anticuerpo
anti-VEGF para el tratamiento del cancer de mama en un sujeto humano con
cancer de mama metastasico previamente tratado de modo de aumentar la

supervivencia libre de progreso del paciente.

25. El método de acuerdo con la reivindicacion 24, donde el método
comprende ademas comercializar un agente quimioterapéutico para utilizar en

combinacién con el anticuerpo anti-VEGF.

26. EI método de acuerdo con la reivindicacion 24, en el cual la
comercializacion es seguida por tratamiento del sujeto con el anticuerpo anti-
VEGF.

27. ElI método de acuerdo con la reivindicacion 24, en el cual la
comercializacion es seguida por tratamiento del sujeto con el anticuerpo anti-

VEGEF vy el agente quimioterapéutico.

28. Un metodo comercial, que comprende comercializar un agente
quimioterapéutico en combinacién con un anticuerpo anti-VEGF para el

tratamiento del cancer de mama en un sujeto humano con cancer de mama
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metastasico previamente tratado de modo de aumentar la supervivencia libre de

progreso del paciente.

29. El método de acuerdo con la reivindicacion 28, en el cual la
comercializacion es seguida por tratamiento del sujeto con la combinacién del
agente quimioterapéutico y el anticuerpo anti-VEGF.
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RESUMEN
Esta invencion se refiere, en general, al tratamiento de enfermedades y
afecciones patolégicas con anticuerpos anti-VEGF. Mas especificamente, la
invencion se refiere al tratamiento de pacientes humanos susceptibles a, o
diagnosticados con, cancer utilizando un anticuerpo anti-VEGF, en combinacion
con uno o mas agentes terapéuticos antitumorales, en cancer de mama

metastasico previamente tratado.

1



Fase Ciega de Tratamiento

Fase de Tratamiento

Sujetos con .

] Céncer de

1 Mama

| Metastasico
] Previamente
1 tratado

¥

Quirmioterapia
(Taxano [Docetaxel, Paclitaxel, o Paclitaxel
unido a proteinas], Gemcitabina, Vinorelbina o

J Capecitabina) segtn lo determinade por el
: Investigador con anterioridad a la
- Aleatorizacion

+
Placebo

(IV ¢/ 2 0 3 Semanas, Dependiendo del

" - Régimen de la Quimioterapia)

Extendida Opcional
Brazo A
Quimioterapia
(Taxano [Docetaxel, Paclitaxel, o Paclitaxel
unido a proteinas), Gemcitabina, Vinorelbina o
{ Capecitabina) segun lo determinado por el
Investigador con anterioridad a la
Aleatorizacion L )
| Beva:izumab gtique.ta Abisrta
i evacizumal
v | (S1 eSmn;grsg) IV ¢/ 3 Semanas o 10 mgikg c/2 Ya sea 15 mgkg IV
1 Cada 3 Semanas o
””” 110 mglkg IV Cada 2
I Semanas;
Administrados
Brazo B | concurrentemente con

1 Quimioterapia, segun el
4 criterio del investigador

FIG. 1



FIG. 2 )

oseiboid ep a1q)| ap uglaiodoly

Criterio de Valoracién Primario de PFS, Poblacién ITT

PFS promedio, 7,2 vs. 5,1 Meses
HR =0,78, p=0,0072

[ T
0 2

Numero de Riesgo:
Quimio  /Placebo 225: 165 129 93

Quirmio

1BV

459 381

) |
4 B

334 254

T I LT
8 10 12 14 18

| | T J 1 I 1
20 22 24 26 28 30 32

18
Duracién de Supervi ia libre de Prog (Meses)
77 44 33 19 12 8 5
190 130 87 47 27 18 9 5

QD

34

(=]

Cb



Analisis Especificos de Cohortes de PFS, Poblacion ITT

Qumic  +PL  |oumo 4BV
_ | n=225 | =459
Cehorte Total [Evenlos [promedio | Eventos  |Fromedio HR
o ] ewesen | {meses) | (95%Cl) — HR
Todoslo N ‘
Todents 60 104225 | 54 || 72 Deiogyy | Cumovh §§’,‘;§;§°*w
Quimic :
o —— —_ =]
. 304 | 84103 | 68 [151201 | 80 | (940084 ;
Gemcitaking 1 T o 0
enete | 160 | 4¥52 | 55 | 8408 | 60 (3.50{?1032) E
| . > i Ak 61-1.3 e
itab ' '
Rt aa sz | an | omer | 69 | avaog | L
Vinorelbina ) . 142 | y
Fi] ! 18123 7.0 5053 57 (gm‘g,gg) i ——ty
= y E— TIT7 T
u 50 20 1005 02
S it

FIG. 3



Porcentaje de Respuesta

Tasa de Respuesta Objetiva «

|EZ2PR

'p=0.0193*"

ORR=29:6%
AN 1%

]\ 28.5%

ORR=39.5%

\22%

\37.3%

0.0+

-Quimio/PL

QuimiofBY

f‘ Incluye solamente pacientes con enfermedad medible en linea de partida

,; No significative a a = 0,01 pre-especificado;
" duracién de respuesta: 7,3 en quimio/BV vs. 7,5
meses en quimio/PL.

FIG. 4



- POBER POWER OF ATTORNEY
Yo- frosotras) : . T (We)

Gfenentgch, Tiic,

darniciliade(s)eh

ut-a?torneys-with
: 7 1o obtédin from :the
§ Aadministratves; judiclales: v de i altive, . judicial “dnd police offices and,
policta, &h Cudlquisr instancia: o recurso; I OBOHGISH do authoﬁtnes, n iy instance, privileges -of patenits: of
patentes’ de mvencgon, reglslros de: ‘marcas, disefias: Thvention, registration. of trademarks, industtial designs: and
. rndus'males, med‘es: de utiidad, depésﬂos do nombres 'Uﬁ"t); madels; "99‘31"3“0” of commenclal names a“d;

: s d de : ems; regis

tative &nd bohce acnons, Hoas
opposatlons to the reglstratnon of trademarks; caducity,
cancellatiory and nully. a i actions. derived ' from

ef prevermve A
progeedings:.

jp’f@{é"gf'ag‘ 8% ons, amendmems,’protests dec ations,
cancejacwnesv Dulidades, — opposiichs, cahcsllations, filiities, appedls and claims: to
gar impuestos, cuotas ¥ pay. taxes, ‘quotas -and assessments; prescribed by law;

S 7 renounce or walve the rights' granted or in ‘the: process of

opos»cxones,

s measures that th y Mnay desm: peﬂment 10
las medidas que:creyaren.conducerites af résguardo de mis ard of iy (our) interest(s) with all the othe?
{nuestros Interases); contodas las demiss facultades’ legales  necessarylegal POWGTS
necesan :

»

This power includies the. fAcalty to- fatify. of -confiem :desist,
i seitferand compromxse‘:on my (our) betialf, and to. :substitute-
£ i 8 ih rinswhole orinpart dto revoke substi fions.

16

J¥




£

Gerientech, Inc. hereby authorizes any: of Janet E. Hasak, Mark T. Kresuak, Jeffiey 5.
Rubinge and Timeéthy R. Schwartz, for; solong as they rémain employess of Genegtech,
Inc., to execute, on its behalf, any submissions associated with the filing, - rosscutian,
grantng; and extension and maintendnce of grant of patent and trademark applicationsin
the U.S, and foreign countries, contracts relating to'biological deposits with the American
Type Culture Collection, and assignments to piblishers of copyrights covering works
authored by Genentech eniployees. ’ !
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_ August 27,2002
Dated

Sean A. Johnston
Vice Presidentntellectual Property
Genenteeh, Inc.
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RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO. DE CALIFORNIA
Estado de Californta )

‘ ¥ss.
Condado de §an Mateo }

El 6 de diciembre de- 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM; aparecié personalmente
Thimaty R. Schwartz

O a.quien conozeo personalmerite

M quien demostrd ante. ml en base a
evidenicia satisfactoria ser la persona’ cuyo
nombre- esta suscrito en el instrumento ¥
quien reconhocié ante mi que elecutd el
mismo en su capacidad auforizada; ¥ ‘que
POF U firma en ei instrumento fa persona o

Hay u <selk>  que dice:
.AID lJAM

tidad ]
actué  éjecutd el instrumento,

Atestiguamifitma ¥ sello oficial,
AIDAMICLAT GUIAM
OPCIONAL

Aursque ia mfotmaaénen esl;a:eccién nozsmqueﬁda porial Ty, puedie. prob yallosa Qam,wlas wsonammbasanen ei aowmeuby pueda
preverir M comociony fiadhesion altulenty:de sitathima dowmemo

cripcion adicional decualquler documento-anexo

tipo de dotimenta — e
Fecha delDocumento: e Nimero de pagihas;
Firmante(s) diferente(s] a (los) hombnado(s ) aribai_ '

Lapacldad(es) Reivlndicada(s) por:¢! {los)firmante(s)
Nombre detfirthante:
lno”tvxduo

Funcionario Cotporafivo — THulofs):

oo

Socio - (iLitfitado 0] General ' ' Hoehalndice
Abogado de-hecho derschio & fimante: |

Guardin:o conservador
Oftro

o
0
0 Fidelcomisario “Parte A1ta el decko BauT
a
8
£l
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AUTORIZACION

Genentech, Inc. pot fa presente autoriza a cualquiers de Janet E. Hasak, Mark T.

Kresnak, Jeffrey'S.. Kubineg:y Thomlty R. ‘Schwartz, ientras pertanezcan COMo
empleados de Genentech

G, & e;ecutar, 4 sl nombre, cualquier soficitud
pmxenf@* censecucton, y e’xtens:én y

Genentech

Fechado

Vic:epresideﬁte Propiedad Intelectual
Genettech; Tne.
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[FY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF YGENENTECH, INC. ", FILED IN

‘THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF .JUL¥, A.D. 1999,
O "CEOCK A.M. ;

AT 9

2132549
050426506

1c0



, daes lieroby smendtbe Centificate of Incorporation.of the G

further amtended 1 fead in

AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION.
GENENTECH, ING.

Gencntech, Inc. (the “Corporation™, a.corporstion organized and existiag .
under anid by virtue of the Genieral Corporation Law.of the State:of Delaware,
Corporation, which was
origmally filed:on Decemt , 1986, under. ifie name “Oenentach: Delaware,
ne."and subsequently armended..

" “The Certificate of Inco

stior: of the Corporation:is harctiy-restated and.
iirefy as:follows:

ARTICLE |

"C
\ *Y New: Y , .Thc e, of iu fcglstcced
agent at such addxesx fs. Coapora.tion Service Compan;;

“The purpase-of the Cotporation is.to engage in dny lawﬁ:l et ot mmty
for-which corporations may be-organized-under the:General Corporation. Law of
'the SmofDe!awm a3 the sama exists of mdy héreafter be smended ("Delnwm

STATR OF DELAWARE
SECRETARY OF STATE
DIVISTON OF CORPORATIONS
FILED 09:00 A# 47,/22/1999
991302331 - 2112549
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the sharcs of such:serles (so-far-as not incorislstent with the-provisions o this !
Asticle 4 applicable to-all Series:of Preferred St00K), dncluding, betnot lirmited:to, > .
the following: . ‘ ’

() the distinctive designiatin
9 % TR

 Which sitiber thay be increased
Bourd of Divector n rceting

rate.of dividends payable.on shares of such-series,
ich such-dividends shall be payable and the date
Directors détermines thar dividends shell be cumtotitivey

voting tightsprovided by faw and, if so. theterms of sixch-voting righte:

V) whether such series shall have conversion privileges and, if
to, provision for adfustoveint of the conversion rxte ugon such evertts
such mantier as the Board. of Directors shall deterinirie;

(4] whetheror not the aharesof i

‘o dates upon or after which they shall be redeemable, and the amount per
‘share paysble in cass of redemption, whtich amouht may vary under
different conditions and 3t diffevent rederdption dates;

(Vi) whether such series shall have a sinking fund for the
‘redenption or purchase of shares of that series and, if 80, the terme and
‘amount of such-sinking find;

(viD)  thesighis of the shares of such series in the event of
+ valuntary or involuntary liquidation, dissotution orwinding up of the
Corporation, and the relative rights;f priority, if any, of payment of shares . 1

_ (vii)) any otherrelative rights, prefore
series, ;




102

Vote: ‘ihereou repmevmn*g WSk ﬁuan

‘entitled

0% of ﬂ\e s”hanes enuﬁedio“be voted theredn,




2,

divestad of, smhmhts to*eie& 2 Specfﬁed numbcr of directors, voting as :}ass!
:p\xxsmm?to:f & firdvivia Preféred :

d Stock orsb:ics. the tery

SECTION 6.02. Ballots. Efections of diresctors at anaval orgpectal
(meeting o lfboldm,nbgdmtbe ¥ wiiten ballovurless the Byliows of the

f.Ceértalp Pérsonal Llability of Directors:. (a)
‘ ﬁnb ! ﬁ&torpnﬁiﬁon or lfs

petSon)Miowasom pa(xtyarnztlummdwbemadca arﬁllo,onsmvolved
inaayﬂuutmed.pmdinanrcampimdm" : e civ
ériminal, admmistraﬂveoriwaﬁgatl
or was:a director of the:Corpos 50! wasmvingatthemq\mtofme
Cosporation nsa director of anofherempom yattnmhip,jomt-:%n s, th
oroth:temtzmﬁse, shall. ' \ miess: (

conferred in this Secuon 6.03 sbull also lncludn : ght hu be pmdby !he
Corporation the expenses incurred in connection with arty such proceeding in
edyance of Its final disposition to-the fiillest extept.anthorized by Delaware Law,
The fightito mdemnxﬁcauon eonferred Tnthis Section 6,03 shall be 2. cotract
sight

&) TheCorpérationimay, by action of its Board of Ditéitors, provide:
Jndemnification to such-of:the omcem,ﬂnpbym and: ageits of e Corporation:
1. sunhmmdmmchaﬁhamﬁns oard of Directors aball determine to be.
appropriate and authorized by Delaware Lawr.

(d) Thc Coxporation shzll have powbxm purchase and miafntain
alfof any pexson who s of wasadirecto  employee or




{8 Theiightsas
EXehisive of any oiﬂemght whi
g,

of: '{mom occumng pnor 1 sueh altuauon. .
‘Tepeal, mcxssmn. adoptxon ormodification.

10D



. ofthe:Corporation and its.officers; directorsiand istockbolders in-connetiion therewith.

Secrion 8.02.. Stimilar Business Activities. Except as Roche| Holdings,
Inc. may othiervise agree;m«vﬁii‘ng. :

Secnou 8:03, Conﬂmfe 0ppommilres In-the event that a direstor,
officer or-employee of the Corporation wha is:alse & diréciar, ofScer oremplayee
of Roche acquires iawudedgeofagotmﬁalmmoumm&xﬂmybea
¢orporate. opportunity for the Corpordtion and Roche (whether such potential
transaction or matter is; proposed by a third-party.or i3 copseived of by suck
director, otficer or employee of the Corporation), such director, officer or
emplayee shall be entitled to offor sich corporaté.opportuni to:thc Corporation
or Roche et such director, afficer or employse deems appropriate uader the
circumstances in his solé discretios, and no such director; officer or employes
shall be fishlé to the Corporation orirs stockholders for breach of any-fduciary.
dury or duty of loyalty or Biilure 10 aet in (or.not: opposed t0) the best interests of
the Corparation or the derivation of any impropet personal bénefit by reason.of
the fact tha&ﬁ)suuh director, officet.or employee offered such corporaite
oppommny ! Rochexmhaﬂxm the: Cmpo'raﬁon) ordid not. couunmnme _




Fithis-Article B andt Ariicled

ORE;
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nesting of this Board: ofBuectors or conittie thereof which: authorizes:the
Contract, agreement, arrangement; transaction; amendtént, modification.or
termination or:solely because his:or thélr votes arecounted for such. puEpose; but
any. such contract, agreement; srrangement ot tranaction {orany: amendmeul,
modxﬁcanon or termumlon hereo ébaﬂbegovnned bé e

menatmn-thcreof) a

~ StCitoN: 9.03. Mo Idabzlzxy For GooanithAcilbnf. NelthetR&ha sor

- director of this Cx _rpomion. shalleonaﬁtute a
actloﬁ of o ﬁ:e dcu:cxse of arig!n by‘ocr A.conserit of Roche for the papase: ofmy
such agreemient or contract. .

SECTION 9.04. DeemedComm byt Stockholders.. Any person.or etmty :
purchasing or otherwise acqiiring any interest fo any shares of capjtal stock of the
Coxporaﬁon ghal] be deemed to have notice of and to.have consented to the
provisions of this Article 9. !

SECTION 9:05: Conb'am(;m"d For purposes-of this Articte 9; any
‘contract, agreertient, armngement.or transaction with the Corpcmncnar any
Cofporation, partnerslifp, ol veriture, assoc e
FC.,, ,!p‘omtlon bawﬁclal!yowns {dixecdy'ot'"




ECTION 9.07. Artlele 8, The providions of this Article ¥ are 1 addlition s

the provisions of Asticle 8, j

15
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408 Wriitos: deAmenca
Este dmcumento piiblico

ha sido firmado por Harriet Siith Windser

dctuando encapacidad de Secretaria de Estado de. Delaware
lleva el seliofinibre de la Dficina-del Secretario-de Estado

Certificado

en Dover; Delaware: ;
elveirificuatre de mayo, A b, 2005

por el Seiretario de Estado, Depariamento de: Estado de Delaware

Sélloltiribre 0.  Firma

HafFigt Siiith Windsor {Firma)
Secretaria de Estado
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. EL PRIMERESTALS.

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SEGRETARIA DE ESTADO BEL
ESTADO DE DELAWARE; CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA. COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, INE”, PRESENTADO EN ESTA GFICINA EL
VIGESIMO SEGUNDO DIA DE ULIO, A, D, 1999, A LAS 9:EN PUNTO DE LA
MARANA. o

i

~ Harriet Smith- Windsor (Fitma)
Harriet Smith- Windsor, Seeretarla de Estado
AUTENTICACION: 3900384




CORRESIDO VVUELTO & REDACTAR
CERTIFIEADO: DE INCORPORACIGN

(fa“Corporacion”y, una consoracion OFgaRz

4 dis

mbre-de- 1986, b6 el nembre “Senentech Delaware, ine.”, y eoriegido.
subsigtientemente; '

Por la presente se vuelve a redactar et eertificade: de incorporacian de fa.
Corporacién y se cotrige aun mas para Que-diga:en su totalidad lo que sigue:

ARTICULO 1
El noitibre-de la:Gomporacisnies: Bengntach, inc.

ARTICULG 2

La direceiéi 4 1a sficiha fegistrada de fa Corporacion ar &l Esta o de
Delaware: &s Goiporation Service: Company, 101% Centre Road, Ciudad de

toft. Cendado de New: castle, Delaware 19805. El nombre de: su agenfe
1 taldireccitn es Corporation Service Corapany.

ARTICULD'S

El froposito de: a Corporacitn es. ¢ de participsr e chalquier agto o
actividad Tegal para, Ias-cuales Tas © rpcraciones piiéden: ser organizadas: bajo i
Ley General de Corporacion del &

&
modificadarla isina 6n adelafite (‘Delaware Law?).

do-de Delaware’como existe o pueds se

4 ' NAccionss de Cap .
- Bociones e deffén designarse, Tes ,
F &1 niimero: toidl de. acciohies Hue 1o

a atemifif es de cuatrocien b rij s-"*"fv

0
5?,' .0 J.‘u‘ o

idgionss, comunesf




po

4

Trecientos ‘thillones (309,000,000} de acciones. setdh desighadas 4célones

 comunes, por un.valor de ?$01-’<§2-: poraccion {*Accién Coman?). La accién coman

dea Corporacion serd toda de una misrra claise.

{b) El nimeto de: acdbnes; autotizadas de: cualquier clase o ¢lases de

“acciones _pu_‘ed'e incremeritarse o-disminuirse {pero no. por*deb-a’j_o: del ntiméro del

ntimeto.de.acciones de las:mismas que.en su momento estan vigentes) por elvoto
afirmativo de Uha mayorta con poder de: votacibn de las acgiones vigentes da fa:
Corpordcién con derecho a votar por la misma independiente de las
consideraciones de-la Seccién ;24;2@);("2_9 dé la Ley de Delaware,

SECCION. 4.02. Accién Comtn, (a) Emisién y Consideracién. Cualquier
acclén sin emitir 6 del tesoro def las Acciones: Comunes: puede emitirse para. fal
consideracion como pueda fijarse f.de acuerdo. con 1a ley aplicable cada cierto
tiempo. por {a Junta Directiva. |

{b) Dividendos. Sujeto a.ls: derechos de los accionistas de: las. Acciones
Preferenciales, los: accionistas.de Acciones Comunes debeféh teriet el defechio-a
recibir, cuando. ¥ como se declare por fa Junta Ditectiva, de 163 activos de la

)

‘Corporacion 0§ cuales-estan .disp,o:{ibiie,s-para: ello por ley, dividendos pagables-ya-

v-dinero, propiedad, © acdiones y los-ascionistas dela, Accibn Preferencial nia

tendran derecho a: participar e tales dividendos: fa menos que la.Junta Directiva
determine lo contrario en'.cualguleresclucidn gue condiciona la: emision e una

seriede-Acciones: Preferehciales).

SECCION 4.03. Accidn Preferencial

emitida-o del tesoro de las A,é;:.mones Preferenciales puedé emitirse cada cierto.
tiempo -en una 0 Mas series para ta) consideracién como pueda ser fjada cada’
ciettotiempo por la Junta Directiva. Antes.de que se emita cualquier accion de las’
Acciones Preferenciales de cualquier serie particular, se deberd presentar un
certificado ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que irdn anexas: s,




P

%

Selle (siemprey: cuande g sean inconsisterites
on !as céhducmﬁes "e éste Arffcuio 4 aplicables z fodas Tas seres de BAcsciories
Preferentialss), inchiyendo, pera sin Timiitarse a; las sigufentes:

@)ﬁ 1"a' u-’ésigha’“éiésﬁ distintiva de tal serie: y o numers de Tas

ro no. por debaje dei nlmero de aeciohies de las

TiisHEs Gue estan wgentes) cada -cierfo tiettipo por {Uha gecioh semejante:
de fa.Junita Directiva;

(n) la tass tanﬂat

en él eﬁea&q Yue:

la Junta Djrecﬁva determme queios dividendos serdn & ulativos:
iy si la seris tendré @ ho derechos de voto, ademids de los.

derechos: de vots provi‘$tos Porla ley; y de ser as, los témirios de fajes
derechos:de- voto;

) sl tal sere: iehdra © ho privilegios de conversion ¥, de ser asf,
los: t&rminos:- ¥ condisiones d& tal -coﬁverslén; incliayendo; ‘pero ity estar
limitado 4, Ja condtcnéh para ajus )
eventosy detal foir =Fo J

POF &dccior e ¢asd de redencidn: ‘cantidad que variarg bajo dlferentes
condicionas y & dlferentes fechas de redericish;




Frad
B

£

" los derectios relativos. de piioridad;. de tber, de pago de acciones de ‘esa
serie] y :

(wiif) - cualquier ofra derechi sefativo, preferencla y limitacién de tal

serie,
ARTICULOS

SECCION 5.01. Enmié_,ndaa?a los: estatutos por Jos Directorss. (a) En
adicién y no limitando Jos poderes cof.nfe:ﬁdos- por estatufos, fa - Junta Directiva: esta -
expresamente autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y reseindir los
estautos de la Corporatidn, sujetos a las secciones 503y y 6:01(¢) a
continuacién,

{(b) Las secciones 2.0Z, a,-oé‘:, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5:06 de los
estatutos solo pueden alferarse, enmendarse, fepelarse; o rescindirse: por ef volo:
afirmativo de los accioriistas ide capital con; derecho & votar las mismas due:
representen’ mas:del: '

0% de: las acclonas con derecho a:votar las:mistas.

{c) Lagsecoiones 3:08(c) y 8.15:deos esfaiutos solo pubdstuser afteradas,
enmendadsas, repelidas, o rescindidas: por e voto afitmativo de los acelonistas de
capital con derecho a votar las mismas que representen més def 90% de las
acciones con derecho:a votar las mismas.

o

SECCION 6.02. Enmienda del Cerificado: de incorporacion. La seccion
501 (b) de este-Certificado:de Incorperacidn solo puede ser alterada, enmendada;
fepelida, o rescindida por el voto afimativo de los aceionistas de capital coh
derecho a voto sobre la misma que: tepresenten a més del 60%. de Jas: acciones
con derecho a votar la misma, Laseccion 6:01(c) 'y los Articulos 8y 9 de: este
Certificado. de. incorporacion solo 'pu_ed'en' altetarse, enmendarse, repelerse, ©
fescindirse por elvoto afirmativo de los accionistas de. capital con derecho. avotar
la misma que representen més del 90% de las ‘acciones con derecho a votar la

misma.

ARTICULO 6




Ve

| eeion preferencial cudlquiera de una o mas seties de Jas mismias; tie véten
‘Cormol Una tlase, tengan derecho a elegir n nlimero sspecitic de dirsctores, por
Fazbii & atiasos en los divideridos W ptras condiciories que les: daii el derecho :a
hacerlo; entonces y durante of Hermpo: Q. tontinte &l Jsrecho ) el ntimero: de
directores aulorizado: deiotrc modo:serd ifie mentado:por tal ntimiers de- directores

especificado, y 16 actionistas de tales: Acciones Preferenciales o taies series g

fas:mismas, que Votan ¢ofiic una clase; fendréin derecho s elegir fos ditsctores
adiciondles: pata 16 que se: proves, de: acuerdd' con fas condicones de tales
Acciongs: Preferenciales. o -se‘ﬁ?e’sf (it} cads 'u"a"o‘ de ‘t-éfl,ejs"zllﬂi‘r"e‘c}:ftg_'res:y adicionales
seivirg durante tal termino, y tendra tales poderes de voto, comose hati-de otorgar
en las provisiones pettinentes @ tales Acciones Preferenciales o seties; ¥ (iii)
siempre  que los acdinistas. de: cualquiers; de: tales. Heeloties: Prefarensiales. o
series: de las mistias estan desprovistos de

es derethos & slgiv un: fidmers
especifies de-direstores, votando como; clase, de deusrds oon 148 sotidiciones: de:
| : s preferencidles o series; los femiitios de oficio de todes: los
directores elegidos por los: ackivnistas ¥ tales. A &S peferenciales o series,
que votan: tomo clase, de ‘acuerdo con lis 8dhticiones o elegidos para flenar
cualquier-vacante resultants. dé 1a muerte; renuncia o remocién de directores ast
eleégidos por los accionistas dé tales Acclones Preferenciales o seiies; terminaran
eh adelarite yél Alimero auforizado de directores sers rediicido-en concordancia,

SECCION 8:02. Votaciorias, Las elécciones.de directores en una reuniss
anual o-especial de a"rscr;ibn"istésf necesarla no seran por votos estritos a menos Gue
Ios estatutos.de "l"aﬂ"Cb’T“rfpbfﬁééi‘éh%digan lo:contrani,

SECCION 603, Elminacien de cierte: responsabiliad personal do los
oiores:  {a) Wn direstor de Ta Gorporacich No Serd: responsable ante 3
Gorporaiibny o sus: accionistas por #arios monetarios. por vidlacién dei debisr

;)
(b) Cadé persona {y sus heredsros, ejscutorss o, administradores de- tal
_Pefsona) quien fue o es uha: pane o estd ahienazado de '

edad;, SR

jleg



" permita fa Ley de Delaivate. “El defecho: a la indemnizacién concedido. én esta
secci6h 6:03 también debe inoluir ef derecho & que: la Corporacion 16 pague los
gastos incurridos en conexién cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decisién final hasta donde los. aitoriza a Ley de Delaware, El derecha a,
indemnizacion conferido en esta secci6in 8.03 sera un derecho contractual,

(c) La Corporacién puede, por accién de-su Junta Directiva, progorcionar
indemhizacién a tales funcionarios, empleados y agentes de la Cotporacisn hasta.
tal-punto y-a tal-efecto.como lo determine apropiads la Jutita Directiva y o autorice
la Liey de Delaware.

(d) La Corporacién tendra el poder de comprar 'y manfener un segurd a
nordbre de cualquiet persona quien es o fue director; funcionatio, empleado o
agefite-de:la corporacidn; o esta -estuvo en servicio.por pedide.de-la Cofporacitn
coma director;, funciopario, :emy eado o agehte de otra. cofporacion, sociedad, 1
sociedad deriesgo compartido, fdeicomisoi gtrazeivipresa contra cualquiergasto,
responsabilidad o pérdida. ineurrida por taf persona en cualguler capacidad o que
© surge de su estado coma tal, ya «s,ﬂea: st la Corporacion tiene o no: el poder: de

indemnizarlo-contra tal responsabilidad bajo lar ey de Delaware. '
|

(€) Los derechos y auteridad conferidos. en esta Seccién 6.03 no seréin
exclusivos de ninglin otto derecha o} cual cualquier :ofra persona pueda. tener o
adquifir de aquf en'adelaite. - |

i

{f) Ni la alteracion, enmienda, rechazo o rescisidn de ésta. Seceion 6.03, nt
la- adopeion de ninguna. condicisn de: este Certificado de Incorporacion o de los
Estatutos de la Corporacidn, ni, Hasta donde lo permite Ja Ley de Delaware,
ninguna modificacion de la ley, debe -eliminar o reducit el efecto de esta Seceidn
6.03 respedto a ninguno de los actos u omisiones que ocufran antes. de tal
alteracin, enmienda, rechazo, rescisidn, adopeion.o modificacién.

ARTICULO 7

SECCION 7.01, Seccién 203 de la Ley de Delaware. Por la presente la
Cotporacién elige no:ser.gobernada por fa Seceién 203-de-la Ley. de Delaware.
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ARTICULO8

SECCION 8:01. Relacién con Roche. Anticipiridose: a Que 1a Corpsracisn:
cese deser un subsidiaria completaretite- de: propiedad dé Roche Holdi ngs, Inc.,
péro: que' Rochie (como: se defirie en [a séceion 8:05) permanezca siendo up.
aceiorista do la Gorporacicn, ; ise
define e Iy Seeclbh 8.05) y Roshe
negotios semigjantas ¢ res: y tener un interés en las' mismas: aress. de
Sportiinidades cotporativas, ¥ e teconocimiento  de (i) los béneficios a ser
defivados por la GCorporacisn = través de sus relaciones contractuales,
Corporativas y de- regocios ¢on Roche {incluyende éjl servicio de fu
directores: de Roche como: dlfeCtoTes 4e la Corporacie) y- (i} |
cenomiitantes & cualquier

a Comporaciry icrar & Roche y-susfunci
res, v los. poderss, derschos, debeéres ¥ responsabilidades de fa
Lorporacitny sus fandionsrios. dirsstores y : '

Actividades: en: Wegocios Similares. Excepts que Rochie
forma acordano por eseito,

(a) Roche no. tendra o) deber de abstenerse de entrar difectamente o
indirectariente en actividades §.dee ne@:qcios © lineas de negocios semajantas o ‘

sitvilares alas de 13 Corporagion, y

{b) ni Rochie v nihguno de
responsable 3 [ '
por vazén; de alg
persona-en las mig

onistas porviolarcalquier deber fidiiciatis

actividades de Roche: 6 de’la participacion ge: tal
. Vs

En el evente que: Roghe aty
- come para fa Corg
- oportunidad ‘eoto




" que Roche prosigue o adquiefe tal oportunidad corporativa para si misma, dirige
tal oportunidad corporativa '@ otra persona o éntidad, o no comunica informacién
respecto; u ofrece, tal opottunidad corporativa aJa Corporacién..

SECCION 8,03, Oportunidades Corporativas. En.el evenito que un director,
funcionatio o.empleado de Ja Gorporacion quien: también es.ditestor, funsior
empléado. de: Roche adquiera conogimiento de una transaceién o-materia potencial
que pueda ser una gp.o,r:funi’da@ corporativa.pata la Gorporacion y: Roche {yase st
esta transaccion o matetia po‘fencfél €8 propliesta por un tercero o e congebida
por- tal ditector, funcionrio o empleado de a Gorposacion o na), tal directon
funcionario.o empleado debe fener el derecho a ofrecertal oporuridad:corpora
4 la Corpotacidn o Roche como $al divector; furicionario:o empleads log consid
aptopiado-bajo las ctrcmstancna& de su. disctécitn, ¥ tal director, tunclonaﬂo o
effipleada. no sera xasgan_sab}e @ fa: Corporacin: o. sus :accionistas. por. violar
ningun. deber fiduciario o d”ebei" de fealtad o faltar-en: actuar e (o no oponerse &)
los ‘mejores intereses de: la Qorporactén o 1a derivacién. de nihgtin beheficio
personal inapropiado: por na;zfé del hecho. que {i) tal director, funciofiario
empleado ofreci6 tal oportupidad corporativa a Roche fen dugar de a la
Corpotacién) o no comunics informacién respecto a tal oportunidad corporativa a
la Cofporacion o, {ii) Roche. busca o: adquiere tal oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad gorporativa a -otra persona o no comuhica
informacijén respecto. .a tal oportunidad corporativa a la Corporacidn.

SECCION 8.04. Gonsentimiento estimado de los acciopistas. Se
considerard que cualquier personha 0 entidad que compre:e de otro:modo adquieta
algan interés: en. cualquiera de las acciones de: capital de 1a Cotporacién ha tenido
noticia.o ha estado de-actisrdo:conJas condiciones de este Atficulo 8.

Artfbulqs& sojame..ate.,. :(l)-lel a.témno -'?Coq;o-mclén ”«-d@b@ sl_gn;if car ,la 'Gprporamén y
todas: Jas corporaciones, ='§gc}§dad?e's,_. sotiedades de riesgo compardido y ofras
entidades: en las ocuales. & Corpotacién posee con beneficio {directa o
indirectamente) cincuehita por clento 0 mas de las. acclones con voto, poder -de-
voto o intereses de voto-simjlares, y {i}} el término “Roche” debe significar Roche:
Holdings, Inc y {odas jas carporactones sociedades, sociedades: de resgo:
cempamdo asocxaclones y ctras entidades (d}ferenies ala Cerpora 7 . * definida




" define. en f5 Regla 1252 b"éjf?):' €l Acta de Intercambio de Valores: de 1934, ¢omo.
se:ehiatids) de'Réche. Heldmgs 1ng.

SECCION 8.06, Flnahzac:éh Efscto- Obligante, Son consideracidn con:
nada en este Certificado de Incorporacion que. lo vontradiga, las condiciones:
anteriores de- este Ariciilo. & deberan expirar en Ja fecha que Roche cess de
poseer con béneficios Actiones Comunes que. representen al wehos 5% del
frilimero de aceiches vigentes de lag- Acciones Comunes. de la Corporacrén ¥ nadie
que se director o funcionario de Ya Corporacién sea tambidn directer o-funcionario
dé Roche. NI tal .enctm:ento i e aﬁeraméh enmienda; cambio o rechazo de
alguna:de fas condiciones de ests Articalo:8 asl como tampoco mnguna condtcaén
de este Ceitificado ds Incorporacion &
inconsisterte-con ‘alguna de Jas:con
@l e‘f'eeté ¢ ‘este Arffcdl

Surgir antes de-tal vencxm1ento, aitefacsén :enmiemda o:adapeitn;

SECGION B:67. Arfculs g, Las condiclones de este Arfcuio son
adicionales a jas: condleienes ei{AfEYcule 9.

ARTICULOS

Reche sera nulo anuTabfe solaments. por razén: de que
Rathe 68 parte del mismo;, ¢ solamente porque ‘cudlquisra de 168 .directores o
funcionarios de la Corporacisn ¢ qunenes estanuatiliagos a: oche estan preserites en:
o participan &h fa: réurion de Ia Junts Directiva o comité-de: Ia misma que Atitorizs
el corifrato, -acusrds, arreglo, transaccion; enmienda, misdificacion o finalizacién o
' sotamente porque S0 Sus votosff e:cuentan para tal propésite, ‘ ‘a‘j"rér\a»dé

1M1
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' SECCION 9.02." Quéium, Los Directores ‘de. la Corporacion que son
también directores @ funclonafios de. Rothe pueden contarse. al determinar Ia
Ppresencia de yn quérum e una reunion de ta.Jifata Directiva o de un comité que
autoriza o aprueba cualiquiers de fal coritrato, acuerdo, arreglo o transactivn. (o
cudlquier enmienda, modificacion oinalizacitn del mismoy. Las.acelones vigentes
de las Acciones Comilries de propledad de Roche pueden ¢oritarse al determinar
la presencia:de: un qubrum en una reunidn deaccionistas-gue autorice o apmehe -
tal contrato;: acuerdo, atreglo 0 transételén [ ciglquler enmienda, modificacisn o
finglizacion del miismo).

SECCION 9.03. NG responsabllidad por acciones de.buenafs. Ni Roche rii
ningtin funcionario o diregtor de fa misma: ser4 responsable afite la: Corporaitn o
sus acclonistas: por violar cualquiera de los deberes fiduclarios o deberes de
tealtad o por fallaren actuar en {0 no bpunerse &) los mejores intereses de: la
Corporacion o por derivacion de cualduier beneficio- personal ;por razth del hecho:
que Rothe o un furicisnafic 4 director de la misma de:buena fé. tome gualquler
accidn o ejerza ciialquier derecho o de: o retenga cualgdier consentimiento en
conexién con cualquier acuerdo o contrato entre Roche: y Ja. Corporacién, Ninglin
Voto dado u otra accién tomada por cualquiet persona que es un funcionario,
director o representante de Rache, donde el voto o accidn es tomado por tal
persona en su capacidad como director de: ‘esta. Corporacién, constituira una
acclién de o el ejercicio de un derecho o. un consentimiento de Roche para los
propdsitos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 9.04. Consentiimienito. éstimado de Jos accionistas. Se
considerard.que eualquier persona.o gntidad que comptea de ofromodo adquiera
algiin: intetés en cualquisra de as acciones de, capital de Ia Corporacion ha ténido
foticlato hia estado-dé acuerdorconlas vondiciones de aste Atfcuto,

SECCION '9.05. 'Gontmfjiesz ciibieros. Para: propdsitos: de. este Articulo. &,
cualquier-contrato, :acuerdo, arreglo o transacel6n; con ta Corporacién o, cualquist
corporaion, sociedad, sociedad de: riesgo conjunto, asociacién u otra entidad en
la.cual la-Corporacién posee: con beneficio {directa .0 indirectamente) el cincuenta
por cierto o mas de fas acciones con: veto, poderss de voto o ,:]ht’,e_pe , vota:

-

. . S
Corporacién. SFY




 SECCION 936, Efects obfgante. Ni (s alteracibr, enrrionda, caritio o
t8chazo de-alguna de tas condiciones e este Atticulo 0'ri la aiopeisn de alguna
condicion inconsistente, con, cualier cartdicién de este Aioslo 8 efiminard o
reducird et efecto de ests Artfeuio § respicto.

a cualquier materia: qtie etirra, o
cualguier causa de accign, demarida o reclamo que: & no set por este Afcuts 9
pueda deaecet o Suifgir, antes: de tal alteracidn, enmienda, cambio, techazo o
adapeién,

SECCION 907, Artfculo 8. Las Condiciones de este: Arficulo 8 son
adiclonales alas condiciohes del Artlculo 8,

EN TESTIMONIO DE LO' GUAL
Enmendado y viselto ;
secclones, 242

' Redactar, of cual by sido adoptado: 4s acuistdo con fas

Por consentimiento scrito de el trifes dccionistd de la Corporacitn de acusrdo
28 de'Ley General de Corporacién def Estado de Delaware, ha

cont la sec 28

sido ejecutado este 22 de.Jiilis dé 1995,

Por: 157 Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G, Juslsgaard
Titulo: Vicepresidente:

Consejo Gerieral y Segistara

‘esle’ Certificadis de: lhcsrporacion,

aiLey General de Comoracion del Estado de Delaware y

192



Thia public documents o
fias been signed By Harriet: Smith Windsor

acting i the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp. of Office of Sacratary of State

at; Dover, Delaware
the twenty-fourth day of May, A.D, 2005

by ‘Secratary of State, Delaware Department of State

No. 0254031

Seal/stamp: 10. Sfgnatupé:

o

ST P
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CERTETCATE OF ANENSMENT OF rSENENTECH, INC. . PILED
IN THLS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, R.D. 3000, A% &

O'CLOCK P M.




8,

R

, 166 4 oorporauon ergame@ and: exisling vnder and by ~irtue of the Geperal

Cnrpom .L&w of the Stale of Delawats,

PIRST: ‘That at a.meeting: of the<Board of | Dicsctors off ‘Géﬁ'ehtech lnc rcso]utions ivers dulyb
adopted" Etting. forth & proposed amendment of’ ﬂ;e of
] v-of said oorporanom dcclanmg sstd

D; that the .Amcnd;eri a‘i’i& Rcstated “etifteateof Hicotporation.of this: corporation be
nél i ‘Sec the Adficlethereof nimbered “4” so that; a5 dmended,
said Secmm qf vaid. Article shall besand :’e&dm followws:

“Section 4.G1. Capital Stoclc (a). The Corporation is atithordzedto issue
two' classes of stock to be. designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total nuniber of shares which the Corporation is authofized ta fysue is
‘sevén hundred million (700,000, ,000)-shares. One hundred million. (100,000,000)
shares shall be designated pncfcxmd stack, par value $0.02 per share {“Preferred
Stoek™): Six hundred millica (600&00,000) shares: shall- be designated common
stock, par value $0.02 per share “Common. Stock™). The Cominon Stock of the
:Corpomtion shall 6 all of:one. classf’ '

SECOND: That thereafter, pursuant to tasolutlon of its Board of Directors, the-regular meeting:
of the stockholders-of said corporation was duly calfed and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporationi Law of thio State of Delaware at which meeting the
necessary.mumbsi of sharos as required by statute were voted in favor of the amendment.

JIRD; That:said aendment. was.fd '
242 oft’he Genera) Corporafion Law Q’f(h

FOURTH; ‘That the vapital of said co:pomtwn shallnot be reduced finder or by-reasan of'said
atnendinent.

IN'WITNESS WHEREOR, said Genemsch. Ing. huy caused this Ceriificate of Amendment do-be:
gigned by Stephen-€3. Juelsgaard, an Auihonzed Officer, this 15th day of May; 2000,

GENENTECH, INC.

.5 .’ " \. F- ph N )¢
 Thte: Semor Vjeefkmsxdem;Gcnerai Counsel

554




14

Jef Certificado de Ingorporacibn de Genentech, ing,

APOSTILLA
(Gonvensith déiLa Haya del 5 de Getubre de 7961)

Pais: Estados Unidos de América:
Estedocurmente:piblico: )
ha sidofirmado por Harriet Stk Wind

 acfuandoen capacidad :cf’féesécr“etaﬁa de Estado de Delaware

lleva-el selloftirmibre: de-la Oficina del Secrefario dé Estado
Certificado

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, AD. 2005

por el Secretario de Estads, Departamerito de Estado:de Delaware
No. 0254031 _

Sellotitibre ' 10..  Fimma

Hayfist-Smith Windsor {Firma)
SecretariadeEstado




DELAWARE
 EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH VWINDSOR, SECRETARIA DE ESTADGY DEL

ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ARERGES

UNA GOPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL -GERTIFICADO VUELTO A
REDAGTAR DE "GENENTEGH, INCY, PRESENTADO EN £5TA OFICINA EL

DECIMQQUINTO DIA DE MAXO, A D. 2000, A LAS 5 EN PUNTO.DE LA TARDE:

Harriet Smith Windsor (Firma)
- Harfiet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900385

“n“t\. -
887 Cas

\ ”’/f;g\“st/i‘;/

' X
N




CERTIFICAD@ PE: ENM!ENDA DEL

Gerienteth, Irc: uha corporacid
Genetal de Corporacidvndel Es?ade deDelaware,

CERTIFIGA POR 14 PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reuriss do la Jinta Directiva e Genentech, Tne; e
adoptaion debidaments. resol

nes queestablecen una:enmienda propuesta del
gido y v Redactar de dicha oorporacxon.
o aconsejable y lamando 4 «

esiablece laenmiends propues da sfgﬁffe“ﬂféiiﬁéﬁé?éi

RESUELVE, qus el Cettificado de-tncorporacish Gorregido y vuelio a Redactar de
-esta corporacion se enmiehdé cambiando “la ‘Seccibn: 4.01{a)y" del Articulo alll
Aumerado “4" tal que, como se enmienda; dicha Seccidn de: dicho Artfcule se lea
deTa siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciohes de Capital. (8) la Corporacién esta
autorizada a .-é‘rfﬁiﬁ*r; de‘fs

lases: de acciones que deben - desugnarse;

Seraf: des19nadas accnones comunes; per o Valor de $0.02 por
act:tén ("Acclén Gomun") La accibn comtlin de 1a Co orac;érr Serd

da y existentesbajory. porvittud de fa Ley:

e
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TERCERO: Que dicha ‘enmiendd se adopts debidamente de atuerdo con To

previsto en la Seccién: 242 U & Ley General de Corporacitn. det Estado de
Delaware,

CUARTO: Que el capital de dicha-corporacién no serd reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL dicha Genentech, Ing, ha causado ests

Cettificado. de Enmienda para .q._u‘!g sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un,
Funcionario-Autorizado, este 15 de Mayo de 2000,

!

~ GENENTECH, ING.

. Pot; (Firma)

. Nompre: Stéphen G. Juelsgaard:

Titulo: Vicepresidente, Consejo.
y Secretaria Generat.




Nk

' postille

on de La Haye du 5 Octobre 1961)

L. Country: United States of Ameydics

-

Y Bakrist Sniith Wndeor

At Dover, Delawars

€. the fwanfy-fousth diy of May, 4Dy 2005

dtary of Sta
8. No. 0254033

4. seal/stanp: 0. Bagmarure:

i
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L. HARRIET SMITH WINDSOR, SEGRETARY OF STATE OF THE STATE OF

DELAWARE, [0 REREBY. GERTTEY: THE ATTACHED TS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, NG, ErnE
IN' THIS QFFICE ON THR SYAT

TH DAY OF APRIL, K.D. 2004, AT 7439

* Q'CLOCK, P M,

SrRENTICAEToN . 3538387

-2112549




1V

(~'-}e'x'aiala-ceér;~ Inc., w corperation: organized i existing inder and by virtie- of the  Gengral
Gorporation Law of the-Staw of Delaware,

w: . ’ .

DOES HERERY CERTIFY:

FIRST: That atx meetiti§ of the Biard: of Directors of Gertenteck;
‘adopted ¥etig t proposed amiendntent of diy’ Ansendsd g
fom; of n, deeladtiig suid arieadiment o b
: des-af $i1d tporation. for consideration o

e iropSk amendmentis asidolfows: -

: "Bt e cupiud 9F s4id compoaionsiral it s glioed v ox by vessortof s

TV WITNESS ‘WHER:
O signed by Steplien ¢

I

. ' A : ‘ Nume: Steplien gapid

e : Tide:  Excoijve Vice Président, General Gourgel
_— S and Secretary v




" TRADUCCION AL ESPARQL del Certificadd de Enmienda-de Genentech, inc.

APQSTILLA _
{Ganvencion de La Haya: del 5 de Octubte de 1981)

1. Pals:Estados Unides de-América

Este'documento péiblico

ha sido firmada por Harriet Smith Windsor
3 agoluandoen capasidad de Secrefarla d Estado de Delaware
4 lleva el selloliimbre de la Oficlnardel Secretadio de: Esteido.

SCoificads:  » o

en Dover, Delaware :

o de: rmago, A. D: 2005

potel Sectetario de Estady, Pepartamento de Estado d& Delaware
No. 0254083 o T
Sello/timbre T8, F:;rma

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado
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| DELAWARE
! . ELPRIMER ESTAGD

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADG DEL
UNA COPIA AUTENTICA Y GORRECTA DEL CERTIFIoADO DE ENMIENDA DE




adoptaron debidaments: resoludlotips qu
verfificado de. Ingotparacitn. Qorregld

‘GERTIFICADQ DE TERGERA ENMIENDA DEL
CERTIFIGADO DE INCORPORACION
CORREGIOY VUELTO AREDACTAR

s

Genentech Ingc,, ung corporacion Q;;gamzaday existents bajp ¥ gor vittidi de-la Ley;,

Géneral de Corporacién del Estad@ de Delaware.

CERTIFICA PORLA pgesgmg |

Y
PRIMERO: Que ef i, (enrién 'de ta: Junta Directiva de Gerientéch, Inc, ‘s
e as;ablgce“n ung ehmishda propuesta del
i Redax:tar de draha COrpe

dgcfarandc dicha enmienda Gome acense}abie ¥ Hamando 2 urd reunitn de

-acclonistas: de dicha: gqnpmaelén [para gonsideracitn de ta misma, Ld resdliicion

a’e,stabl,éce: |5 enmienda p.rppg:e;si‘a; de la sigtlente:maners;,

- RESUEBLVE, que el Certift cadcz de rncorporacién Corregido'y vuglto a Redactar de

esta corporacion: se. enmtende ¢ambiando “Ia Secclén 4 LD1(a)" del Artfculo alli

numerado "4" tal que, como se enmienda, dioha Seccién de dJChO Adiculo selea
de la-siguiente maneta: )

SECCION 4.01. Acciones de Capifal. (a) fa- Corporacion esté
autotizada a .amitir des clases de acciones que debén. designarse,
respectivaniente, acciones preferenclaies y accionas comunes. El
nimero total de acciones que; la Cmrperqg&n..esta autorizada a emnitir
gs de ffes mil cien 'Mill‘;dqes (8,100,000,000) de ia'cfcim:ﬁes. Cien
fillones (100,000,000) de aceiones, serdn w-ci._esii'jfg.'r.\J_L.a‘._ci’c,\;s acciones
;.preferenc‘ualé’s rp"er 'uﬁ valor de $0.02 por accion (Accién

1




TERCERG: Que: dig

ietida s wdopté: debidamenite ds. acusidy oo fo
Previste en la Secclén 242 de 1a Ley General de Corporacitn dist Estado e
Delaware, '

CUARTO: Que sl capital de dicha c.orﬁo*raf:iﬁnv no sera.
de dicha eninenda : -
EN TESTIMONIO DE 1.6 CUAL, dicha Gensittech, kie. ha causado este
Certificado de Ebmiienda para que seg flinado por Stephen G.. Juelsgasrd, ur
F‘iun‘éi‘ah‘a’i!’ib Alitorizadao, este 16-do Absll de.2004, : -

Nombre::Stephsi G, Juelsgaarg
Tiulo: Visepresigente, Consej

reducido ‘bajo o por razon

e



This public documeni b
has: been signed by Harriet Smith Windsor

acting 35 the gapacity of Sespetiry of State of Dalaware:

; i
paisrs the seal/stamp. of aﬁﬂ;‘ce‘ of Secretary of State

at Dover, Delaware

the twenty-fourth day of iifa_y, A.D, 2008
i
by Secretary of State, Dglaware Department of State

No. 0254032

‘Seal/stamp: 10. Signature:




PREE

TATE OF THE STATE OF
VARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS % TRUE AND CORRE
CORY' OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT: OF "GENENTECH, INC,™,

TN THIS OFFICE ON TdE TENIH DAY OF MAY, R.D. 2001, 7 205

O"CLOCK B4,

T
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“RAY

:  Of Said combdration: for ednsxdcraﬁgn r})e;,cd£<
3 smiendmentis: mfo!!uws !

wo clnsses of stock o be desxgnaled mpccnvcl}'. Pfcfccre,_ 10 .
stock. ‘The total number of shares which the Corporatien is: authorized to§ssue-is
ons billiog three hundrgd milliod (1]-,300000000) shaces. ‘One hundred miflion
(100:000,000) shares shall be designated preferred. stock, par value $0.02 pee
share. (“Préferred Stock®).  One billion two hundred million (1,200,000,000)
sharés shall be designated common stogk, par value $0.02 per share {(“Comimor
Stock™). The CommonSwek of the, Carporation shallbe all of one Jass”

SECONDA _Thag thcpcaftcr, pursuant’ i§ 'so,luupn of iy Bo.gtd of Ducc;m

-amendmnn

wned'ﬁy Stephen. 47 Auhorized:Olficer, s 105

‘GENENTECH, INC.

: PrLStd\.nt, OGeneeal Connsel
and’Secmmy




adode Enmienda de Genentech; fne

. APOSTILEA
{Conveniaién de LaHaya dei &.de:Ostiibre-de: 1961)

Pails: Estados Unidos de America
Este docuiisnto publics:

ha sido firiiado por Harat St Win
actuandorencapacidad de Secretarizde Estado:de Delaware:

lleva ebselioftimbre de ig Oficlradel Setrétario d6 Estido.

‘Certificado

eri Dover, Delaware :
sl Veinticuatro de mayo; A, B, 2005

por el Secretario de. Estado, Departathenio-de Es‘ta‘do::dé;‘Délawa[e'

No: 0254037
Selloftitibre : 18,  Firma

Fardet:Smith Winds 3F(Firfna)

Secretri 8. Esta
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DELAWARE « s W
- EL PRIMERESTADQ

SECRETARIA. DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE; CERTIFICO:POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA'Y CORRECTA DEL CERTIFIGADO DE ENMIENDA DE
“GENEMTECH, ING”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA £L DECIMO DIA BE
MAYQ, A, D, 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE,

|
|

Harriet Smith Windsor, Secret
AUTENTICACIO

™,

)
i
|
!



RTINS

ADO:D VENMIENDA DEL
CERTIFICAD® DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Ine. una somper Tganizada y-existente bajp y por vitud dé is Ley
Genetal de Corporacion del Estado de Delaware,

ICA PORILA PRESENTE:

adoptaron debidarmehits
certificatio de: Incorporacion G

gidey vuelfo & Redactar de dicha eorpors

Cish;

declarando dicha enmienda .como aconsejable y lamaiids & 4iHa: regnion de-

actionistas de dicha corporadisn Para cohsideration: de Ja riisma. La resolucin
establece fa enmienda propussts devls siguierite imanera;

RESUELVE, que &l Ceftificado de Incorparacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta: carporacion se.sniriende cambiando “la Seccibn 401(a)" del Attictlo. all
AmeTade 4™ tal que, como s& enmiends; dicha Seccidh de dichd: Articulo se lea
dea siguiente manera: |

gitefizada & eniitic dos:clases: de

féspectivamente, acciones: prefe

-preferenciaiss, por n
P by, ‘Mif descientos'

RO Que en una: reunién de I Syits Direcfiva de: Genenteth, Ing. se
€s'que establecen una; enmiends: propussta: del
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TERCERO: Que. dicha, enmiénda se adopts debidamente. de acuerds son io:
previsto en la ‘Seccitn. 242 de la Ley General da Corporacin del Estado- de:
Delaware. |

CUARTO: Que- el capital de dicha corporacion no 'sera 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 Mayo de 2001,

GENENTECH, INC:

Poit {Firnaj
Nombre; Stephen.G. Juelsgaard:

epresidente, Consejo
y Secretaria:General.
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For No. 12-02950s. .

: ha: 2012.0p.

Industria v Comercio Act 417 ) ,;A%giﬁg&?’z R Dep 2020 DlR NUEVASCR
SUPERINTENDENETR ) RESENTAC’ON ol|07$ 12A ENACIONAL |

PATENTE DE INVENCION [ ] MODELO DE UTILIDAD [ | * Art 33 Decision 486/00

EEEEN

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

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

Completa - D ‘ : Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT ﬁ MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

[7]

[]

s

indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibﬁjos de ser estos pertinentes

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

Completa Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

L]
[]

]
[]

Indicacién que se solicita Disefio industrial
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial 0 muestra del material que incorpora el

disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | ] (Art. 92 Decisién 486/00)

oo

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud:
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta I:]

P102-F08 (2009-11-18)




